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RESUME 
Régulation positive du récepteur à Hnositol 1,4,5 trisphosphate de type 2 par la 
protéine kinase A et par mTOR 
Par 
Yannik Régimbald-Dumas 
Département de pharmacologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en pharmacologie, 
Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) est un canal calcique qui joue 
un rôle majeur dans la régulation du Ca2+ intracellulaire. Il existe trois sous-types d'IP3R. 
Peu d'information est disponible sur les propriétés de ITP3R-2 et de ITP3R-3. De plus, la 
régulation spécifique du mécanisme de signalisation calcique peut être accomplie par 
l'activation simultanée de plusieurs voies de signalisation. Les kinases intervenant lors de 
l'activation concomitante de la voie de production de l'AMPc et des voies prolifératives 
sont susceptibles de réguler les IP3R. Ainsi, l'objectif de ma thèse fut de caractériser l'effet 
de la protéine kinase dépendante de l'AMPc (PKA) et de la cible mammalienne de la 
rapamycine (mTOR) sur l'activité de ITP3R-2. 
La première partie de ma thèse consista à étudier l'effet possible de la PKA sur 
l'activité de ITP3R-2 dans les cellules AR4-2J, une lignée cellulaire exprimant 
principalement l'IP3R-2. Nous avons d'abord démontré que ITP3R-2 est un bon substrat de 
la PKA. Qui plus est, des essais calciques réalisés sur des cellules AR4-2J perméabilisées 
suggèrent que la PKA augmente l'affinité apparente de ITP3R-2. Enfin, la stimulation de la 
production d'AMPc entraîne une augmentation des relâches calciques dans les cellules 
AR4-2J intactes. Ces résultats suggèrent donc que la PKA augmente l'activité de ITP3R-2. 
Dans la seconde partie de cette thèse, nous démontrons que la kinase mTOR, point 
de convergence des voies prolifératives, phosphoryle TIP3R-2 dans les cellules AR4-2J. 
Les essais calciques réalisés sur des cellules AR4-2J perméabilisées suggèrent également 
que mTOR augmente l'affinité apparente de TIP3R-2. De surcroît, la rapamycine (un 
inhibiteur de mTOR) réduit les relâches calciques induites par le carbachol dans les cellules 
AR4-2J et dans les cellules HEK 293A exprimant presque exclusivement TIP3R-2. Ces 
résultats suggèrent donc que mTOR augmente l'activité de ITP3R-2. 
L'ensemble de ces travaux approfondit notre compréhension des mécanismes par 
lesquels les signaux calciques sont finement régulés dans les cellules. 
Mots-clés : récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate de type 2, calcium, phosphorylation, 
protéine kinase A, cible mammalienne de la rapamycine 
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1. Le mécanisme de signalisation calcique 
Le Ca2+ est un second messager impliqué dans une panoplie de processus cellulaires 
tels que la contraction musculaire, la réponse immunitaire, les fonctions cérébrales, la 
sécrétion, la prolifération et la differentiation cellulaire. Les paramètres spatio-temporaux 
des relâches calciques tels que la localisation intracellulaire, l'amplitude, la fréquence et la 
durée des mouvements calciques permettent au Ca2+ de contrôler cette grande diversité de 
processus. 
La concentration du Ca2f libre dans les fluides extracellulaires est de l'ordre de 1 à 2 
mM (voir figure 1). En absence de stimulation, la concentration cytosolique reste aussi 
faible que 50 à 100 nM. Quant au Ca2+ contenu dans le reticulum endoplasmique (RE), sa 
concentration totale est de l'ordre de 1 à 2 mM et constitue, dans les cellules non excitables, 
la principale réserve de Ca2+ intracellulaire. Dans les cellules non excitables, l'élévation du 
Ca2+ intracellulaire implique deux phases étroitement liées. Les signaux calciques sont 
d'abord déclenchés par la liaison d'une grande variété d'hormones, de neurotransmetteurs 
et de facteurs de croissance à leurs récepteurs localisés à la membrane plasmique. 
L'activation de récepteurs couplés à la protéine Gaq (GaqPCR) et de récepteurs tyrosine 
kinase (RTK) entraîne l'activation de phospholipases C (PLCJ3 et y). Les PLC hydrolysent 
le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et en 
diacylglycérol (DAG). L'IP3 diffuse dans le cytosol jusqu'au RE où il active un récepteur 
canal (IP3R) et provoque ainsi la libération du Ca24 emmagasiné dans le RE (STREB, et al., 
1983; FURUICHI, et al, 1989; BERRIDGE, 1993; YOSHIDA et IMAL, 1997). La 
seconde phase du signal calcique correspond à l'entrée du Ca2+ extracellulaire (PUTNEY, 
1990; CLAPHAM, 1995). Cette entrée a pour fonction de prolonger l'élévation du Ca2+ 
intracellulaire et de restaurer le contenu calcique du RE. Deux mécanismes ont été avancés 
pour expliquer l'entrée du Ca2+ extracellulaire. Le premier mécanisme appelé SOCE « store 
operated Ca2+ entry » implique différents canaux regroupés sous l'appellation SOC « store 
operated channels » et fait intervenir une protéine localisée dans la membrane du RE et 
capable de détecter une baisse du contenu calcique du RE (KISELYOV, et al., 1998; 
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ZHANG, et al, 2005). Le deuxième mécanisme appelé ROCE « receptor operated Ca24 
entry », implique différents canaux regroupés sous l'appellation ROC « receptor operated 
channels », indépendants du contenu calcique du RE et fait suite à 1'activation de GaqPCR 
(HOFMANN, et al, 2000). En contrepartie, les pompes Ca2+-Mg2+ ATPase, ou pompe à 
Ca2t dépendantes de l'ATP SERCA « Sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase » et les 
PMCA « Plasma/membrane Ca2+ ATPase » situées respectivement dans la membrane du 
RE et à la membrane plasmique ainsi que l'échangeur Na+/Ca2' (NCX) de la membrane 
plasmique ramènent le Ca2+ cytosolique à son niveau basai en retournant le Ca2+ soit à 
l'intérieur du RE ou soit à l'extérieur des cellules (CARAFOLI et BRINL, 2000). Ce retour 
du Ca2+ intracellulaire au niveau basai vient mettre fin au mécanisme de signalisation 
calcique et prévient les effets néfastes, tels que l'apoptose survenant suite à l'activation des 
proteases et nucleotidases dépendantes de la concentration de Ca2+ intracellulaire 
(ORRENIUS, et al., 2003). 
2. Les récepteurs de l'inositol 1,4,5-trisphosphate 
Depuis la découverte des IP3R dans les années 80, la capacité de ces récepteurs à 
générer des signaux calciques complexes continue de fasciner de nombreuses équipes de 
recherche de par le monde. Plusieurs caractéristiques intrinsèques des IP3R expliquent cette 
capacité à produire des signaux calciques complexes (i) l'existence de trois gènes {itprl, 
itprl et itpr3) encodant ITP3R-I, l'IP3R-2 et l'IP3R-3 respectivement (FURUICHI, et al., 
1989; SUDHOF, et al., 1991; ROSS, et ai, 1992; BLONDEL, et ai, 1993; MARANTO, 
1994); (ii) l'occurrence de phénomènes d'épissage alternatif des itpr (DANOFF, et al., 
1991; NAKAGAWA, et ai, 1991; FERRIS et SNYDER., 1992; NUCIFORA, et al., 1995); 
(iii) la formation d'homotétramères et d'hétéro té tramères qui enrichissent les combinaisons 
possibles de trétramères (MAEDA, et al, 1990; MAEDA, et al, 1991; JOSEPH, et al, 
1997; JOSEPH, et al, 2000) et surtout (iv) la susceptibilité des IP3R à être régulés par un 
large éventail de petites molécules, de protéines d'interaction et de kinases (PATTERSON, 
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2+ Figure 1. Régulation du Ca' intracellulaire 
Dans ce schéma simplifié, une hormone lie un GctqPCR et entraîne l'activation de la PLC0. 
La PLCp hydrolyse le PIPi en IP3 et en DAG. LTP3 diffuse dans le cytoplasme, active les 
IP3R et provoque la libération du Ca2+ emmagasiné dans le RE. La seconde phase du signal 
calcique correspond à l'entrée du Ca2+ extracellulaire via des canaux calciques SOC ou 
ROC. Enfin, les pompes Ca2+-Mg2+ ATPase, SERCA et PMCA, situées respectivement à la 
membrane du RE et à la membrane plasmique ainsi que les échangeurs Na4/Ca2+ de la 
membrane plasmique retournent le Ca + à l'intérieur du RE ou l'expulse à l'extérieur de la 
cellule. 
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2.1. Découverte du récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate 
C'est le groupe de Michell (MICHELL, 1975) qui formula l'hypothèse voulant que 
l'hydrolyse des phosphoinositols induite par certains récepteurs de surface soit reliée aux 
élévations de Ca2f intracellulaire. Il fallut attendre jusqu'au début des années 80 avant d'en 
avoir la preuve (STREB, et al, 1983; STREB, et al, 1984). À la même période, des sites 
de liaisons spécifiques et de hautes affinités pour FIP3 ont été identifiés par Spât et ses 
collègues dans le foie, les neutrophiles et les glandes surrénales (BAUKAL, et al, 1985; 
SPÀT et al., 1986a). De plus, il s'avéra que le cervelet présente de 100 à 300 fois plus de 
capacité de liaison pour l'IP3 que les tissus périphériques (WORLEY, et al, 1989). La 
purification de l'H^R à partir du cervelet permit d'amorcer sa caractérisation fonctionnelle 
(SUPATTAPONE, et al, 1988b). On découvrit que l'IP3R forme des canaux calciques 
ayant la capacité de contrôler la libération du Ca2+ de manière quantile (FERRIS, et al, 
1990; FERRIS, et al, 1992). Plusieurs laboratoires entreprirent alors d'isoler l'ADNc de 
TIP3R. Trois isoformes spécifiques d'IP3R (IP3R-I, IP3R-2 et IP3R-3), encodées par 
différents gènes ont été isolées (FURUICHI, étal, 1989; SUDHOF, étal, 1991; ROSS, et 
al, 1992; BLONDEL, étal, 1993; MARANTO, 1994). 
2.2. Structure des IP3R 
Les IP3R sont constitués de trois domaines fonctionnels : un domaine de liaison, un 
très grand domaine de régulation et un segment contenant les domaines transmembranaires 
où est situé la portion canal du récepteur (MIGNERY, et al, 1990; MIYAWAKI, et al, 
1991) (voir figure 2 et 3). Le domaine de liaison de FIP3 est situé entre les résidus 224-578 
du côté N-terminal (YOSHIKAWA, et al, 1999). Des études de mutagenèse dirigée dans le 
domaine de liaison ont révélé que plusieurs acides aminés participent à la liaison de l'IP3. 
Les 223 premiers acides aminés formant le domaine suppresseur de liaison créent, quant à 
eux, une contrainte intramoléculaire qui se traduit par une forte diminution d'affinité pour 
l'IP3 (YOSHIKAWA, et al, 1996). Ce serait le domaine suppresseur de liaison qui 
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Figure 2. Structure linéaire et shématique du récepteur à l'IPs de type 1 
A) Représentation unidimensionnelle et simplifiée de l'H^R-l. Les sites de liaisons du Ca2+ 
et de l'ATP, les sites d'interaction avec la protéine calmoduline (CaM) et les sites de 
phosphorylation des protéines kinases A et G (PKA/PKG) sont indiqués. B) Représentation 
à plus grande échelle du domaine canal de l'IP3R (vue latérale). L'Asp 2550 est essentiel à 
la fonctionnalité du domaine canal. C) Illustration de la structure tétramérique des IP3R 
déduite à partir de données obtenues par microscopie électronique et de données 
biochimiques sur la structure des IP3R (vue aérienne). Le N-terminal et le C-terminal de 




conférerait aux IP3R leur différence d'affinité respective (BOSANAC, et al., 2005; 1WA1, 
et ai, 2007). Le grand domaine de régulation, séparant le domaine de liaison du domaine 
canal sert de cible pour différents agents régulateurs qui modulent la fonction des IP3R. Ce 
domaine comprend plus de 1400 acides aminés et constitue la portion la moins bien 
conservée des IP3R (voir figure 3 et tableau 1). Ce détail laisse présager que chaque 
isoforme possède des propriétés fonctionnelles uniques. Le domaine canal, aussi appelé 
domaine d'ancrage à la membrane, est composé d'environ 300 acides aminés en C-terminal 
de TIP3R. Ce domaine est constitué de six hélices transmembranaires et d'une région 
constituant le pore calcique entre les hélices 5 et 6 (MICHIKAWA, et al., 1994). Le pore de 
ITP3R partage plusieurs similarités avec celui des canaux potassiques dépendants du 
voltage et des autres membres de la famille des canaux calciques. Le filtre de sélectivité 
comprend la séquence d'acides aminés GVGD (résidus 2547-2550 de ITP3R-I du rat). La 
sélectivité pour le Ca24 conférée par l'Asp2550 fut déterminée par mutagenèse dirigée 
(BOEHNING, et ai, 2001) (voir figure 2). Des études de microscopie cryo-électronique ont 
démontré que l'IPsR-l et probablement aussi TIP3R-2 et IIP3R-3 adoptent une 
conformation très ouverte permettant vraisemblablement à des protéines régulatrices 
d'accéder aisément à différents sites (SATO, et al., 2004). De plus, les IP3R subissent des 
changements conformationnels majeurs sous l'influence du Ca2+ (HAMADA, et al., 2002). 
Ainsi, certaines protéines interagissent directement avec les IP3R alors que d'autres 
requièrent probablement l'adoption de conformations bien précises (PATTERSON, et al., 
2004a; BEZPROZVANNY, 2005; FOSKETT, et al, 2007). En bref, les informations 
concernant la taille et la structure des IP3R suggèrent que ce sont des récepteurs ayant la 
capacité d'être régulé par de multiple modifications post-traductionnelles et interagir avec 
toute une gamme de petites molécules et de protéines. De plus, la faible similarité des 
domaines de régulation laisse présager que chaque isoforme possède des propriétés 
distinctes et souligne l'importance de caractériser leurs propriétés fonctionnelles 
individuelles. 
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Figure 3. Alignement des séquences en acides aminés des trois isoformes d'IPaR humain 
L'alignement des séquences de FIP3R-I, de TIP3R-2 et de TIP3R-3 humains a été généré 
par les programmes ClustalW2 et Jalview (WATERHOUSE, et al., 2009). Les résidus 
conservés dans les trois isoformes d'IP3R sont surlignés en mauve foncé et les résidus 
conservés dans au moins deux séquences sont surlignés en mauve pâle. Le domaine 
suppresseur de liaison est indiqué par un trait rouge (résidus 1-223), le domaine de liaison 
par un trait turquoise (résidus 224-578) et le domaine de régulation par un trait vert (résidus 
578-2282). Les domaines transmembranaires 1 à 6 sont indiqués par un trait noir et le filtre 
de sélectivité est encadré en rouge. 
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Tableau 1. Similarité moyenne des séquences des IP3R 
Portion des récepteurs 
Domaine suppresseur de liaison 
Domaine de liaison 












*Données obtenues en calculant la moyenne des valeures de similarité générées par le 
programme ClustalW2 pour chaque domaine des IP3R. 
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2.3. Épissage alternatif des IP3R 
L'épissage alternatif des IP3R ajoute un second degré de diversité (voir tableau 2). 
L'IP3R-1 présente quatre sites d'épissage alternatif (SI, SU, SIII SIV). Le site SI est situé 
dans le domaine de liaison de l'IP3. Le site SU est situé dans le domaine de régulation et 
comprend les résidus 1693-1731. Il a été proposé que l'IPaR-l SII+ (forme longue) 
représente la forme neuronale et que l'IPsR-l SU- (forme courte) représente la forme 
exprimée dans les tissus périphériques (DANOFF, et ai, 1991). D'un point de vue 
fonctionnel, le site SU est important puisqu'il contrôle la susceptibilité de la forme SU- a 
être phosphorylé par la PKA et ultimement sa sensibilité (WAGNER, et al, 2006). Le site 
d'épissage SIII correspond, quand à lui, à une insertion de neuf acides aminés après le 
résidu 917. L'IP3R-2 contient également un site d'épissage alternatif appelé SIm2 
provoquant la deletion des résidus 176-208 du domaine suppresseur de liaison. La deletion 
de ces résidus affecte vraissemblablement la structure même du récepteur. Cette variation 
de TIP3R-2 compterait pour 7 à 20 % de la totalité des IP3R-2 exprimés dans plusieurs 
tissus de la souris et jusqu'à 41 % des IP3R-2 exprimés au niveau de la glande sous 
maxillaire (IWAI, et al., 2005). Finalement, la souris exprimerait au niveau de ses muscles 
squelettiques et cardiaques une autre variante de ITP3R-2 appelée TIPR et tronquée après le 
résidu 181 situé en N-terminal (FUTATSUGI, et al., 1998). Ces données sur l'épissage 
alternatif des IP3R soulignent le caractère distinct de chaque isoforme. Notre 
compréhension du rôle de chacune des variantes des IP3R reste somme toute limitée et doit 
être approfondie. 
2.4. Hétéroligomérisation des IP3R 
Des études de co-immunoprécipitation ont révélé que les IP3R s'assemblent en 
homotétramères (quatre isoformes du même type) ou en hétérotétramères (plus d'une 
isoforme au sein d'un tétramère) pour constituer un canal calcique fonctionnel (MAEDA, et 
al., 1990; MAEDA, et al., 1991; JOSEPH, et al., 1997; JOSEPH, et ai, 2000). Cette 
caractéristique ajoute un troisième niveau de diversité puisque la fonctionnalité même de 
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Sites d'épissage alternatif 
SI : résidus 318-332 (MIGNERY, étal., 1990) 
SU : résidus 1693-1731 (NUCIFORA, étal., 1995) 
SIII : résidus 919-927 (DANOFF, et al., 1991) 
SIV : résidus 1726-1740 (YAN, étal, 1996) 
SIm2 : 176-208 (IWAI, et al, 2005; FATATSUGI, et al, 
1998) 
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ces héterotétramères est influencée par la proportion des isorformes au sein des tétramères. 
2.5. Localisations intracellulaires des IP3R 
La localisation intracellulaire des IP3R s'avère essentielle au mécanisme d'initiation 
et de propagation des signaux calciques. Les IP3R sont largement exprimés au niveau du 
reticulum endoplasmique. Pourtant, dans une moindre mesure, on retrouve les IP3R 
exprimés au niveau des mitochondries, des granules de sécrétion, du noyau et de la 
membrane plasmique. Cette caractéristique est importante puisque la disposition relative 
des IP3R et, pour ainsi dire, des réserves calciques sensibles à IUP3 détermine dans bien des 
cas les conséquences physiologiques des relâches calciques induites par l'IP3. À titre 
d'exemple, il est généralement admis que les signaux calciques apparaissant à l'intérieur ou 
tout près de l'enveloppe nucléaire influencent la perméabilité (STEINHO-BITTEL, et al., 
1995) de celle-ci et plus certainement l'expression des gènes (HARDINGHAM, et al., 
1997). Les signaux calciques intranucleaires observés pourraient prendre naissance à 
l'intérieur du noyau ou encore être simplement des vagues calciques cytosoliques 
envahissant celui-ci. En fait, des travaux ont révélé l'expression de TIP3R-2 au noyau 
(LAFLAMME, et al., 2002). Apparemment, plusieurs types cellulaires présentent des 
extensions de l'enveloppe nucléaire s'enfonçant à l'intérieur du noyau (FRICKER, et ai., 
1997) et des évidences existent suggérant que TIP3R-2 soit présent sur ces interdigitations 
intranucleaires. La présence des IP3R au niveau des granules de sécrétion est également 
bien documentée. Les trois isoformes colocalisent dans les granules de sécrétion des 
cellules chromaffines et forment de larges complexes avec les chromogranines A et B, des 
protéines connues pour lier le Ca2+ (YOO, 2000; YOU, et al., 2001). Même si au sens 
stricte du terme la membrane plasmique ne constitue pas une réserve calcique, elle semble 
pouvoir laisser pénétrer du Ca2+ extracellulaire suite à une stimulation notamment dans les 
lymphocytes (KUNO & GARDNER, 1987; DELLIS, et ai, 2008). Un autre phénomène 
intéressant est la redistribution des IP3R. Il a été démontré que les IP3R ou même les 
réserves calciques sensibles à IIP3 puissent faire l'objet d'un remaniement en fonction de 
l'état cellulaire. Ainsi, la cellule a, pour ainsi dire, la capacité de non seulement réguler 
l'expression des IP3R mais aussi leur distribution. Des analyses théoriques prédisent que la 
formation de portions riches en RE et, par le fait même, en IP3R faciliterait la formation de 
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sites de relâches calciques sensibles et propices à l'initiation de vagues calciques 
(SWILLENS, et al., 1999). Certaines études ont également démontré que la stimulation des 
cellules par certains agonistes peut provoquer un regroupement des IP3R dans certaines 
régions du RE. Il s'agirait d'un phénomène rapide (5 à 10 min suite à la stimulation), 
dépendant du Ca2+ et ne requérant nullement une réorganisation du RE (WILSON, et al., 
1998). 
2.6. Fonctions physiologiques des trois isoformes 
Le taux d'expression de chacune des isoformes varie d'un type cellulaire à un autre 
(MARANTO, 1994; PEREZ, et ai, 1997; HOLTZCLAW, et al., 2002) et leur profil 
d'expression varie en fonction de l'état de differentiation cellulaire, du développement 
(SHIRAISHI, et ai, 1995; KUME, et al, 1997; FAURE, et al., 2001; TALON, et al., 2002) 
et de la présence de stimuli normaux ou pathologiques (MCGOWAN et SHARMA., 2000; 
BROWN, et al, 2001; YAMDA, et al, 2001; BARRANS, et ai, 2002; SHIBAO, et al, 
2003; CAI, et al, 2004; RYU, et al., 2004; JURKOVICOVA, et ai, 2006). Ainsi, chaque 
isoforme semble avoir des propriétés fonctionnelles caractéristiques nécessaires au bon 
déroulement des fonctions physiologiques spécifiques à certains tissus. En ce sens, de 
nombreuses études soulignent l'importance de ITP3R-I pour les fonctions cérébrales 
supérieures tels que le comportement, l'apprentissage et la mémoire (MATSUMOTO, et 
al., 1996; NISHIMAYA, et al., 2000). À titre d'exemple, la potentialisation à long terme 
des neurones de l'hyppocampe est accrue chez les souris dont l'IP3R-l fut délété (FUJII, et 
al., 2000) et la dépression à long terme est absente au niveau du cervelet de ces mêmes 
souris (INOUE, et al., 1998). LTP3R-I est aussi très important pour la formation des 
neurites et l'extension des dentrites lors du développement (TAKEI, et al., 1998). Plus 
récemment, le groupe de Mikoshiba (FUTATSUGI, et al., 2005) a montré que les souris 
IP3R-2 et IP3R-3 double "knockout" (IP3R-2 et 3 KO) présentent des anomalies de 
croissance. En dépit d'une alimentation normale, les souris IP3R-2 et 3 KO sont 
hypoglycémiques et maigres. Ce phénotype est principalement dû à une digestion 
défaillante causée par une sécrétion inefficace de salive et d'enzymes digestives par le 
pancréas. Les granules de zymogène s'accumulent dans le cytoplasme des cellules du 
pancréas exocrine de ces souris à défaut d'être libéré suite à une stimulation cholinergique. 
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Par ailleurs, les glandes sudoripares et lacrimales seraient aussi affectées. Ces données 
suggèrent que TIP3R-2 et TIP3R-3 sont les principaux canaux calciques responsablent des 
relâches calciques induites par des sécrétagogues. Le même groupe a également observé 
que les souris IP3R-1 et IP3R-2 double "knockout" (IP3R-1 et 2 KO) meurent tôt lors du 
processus d'embryogenèse et présentent des malformations du myocarde des ventricules et 
des oreillettes ce qui démontre, par le fait même, l'importance de ces deux isoformes dans 
le processus de cardiogénèse. En somme, les modèles de souris "knockout" ont permis de 
démontrer une fois de plus la pertinence de départager les rôles physiologiques et de 
distinguer les propriétés fonctionnelles de chaque isoforme. 
2.7. Mécanismes de régulation des IP3R 
La complexité des mécanismes de régulation des IP3R s'illustre par le nombre 
croissant d'études démontrant des interactions avec de petites molécules telles que le Ca2+ 
lui-même et les nucleotides (l'ATP et le NADH), les protéines kinases et une étonnante 
diversité de protéines d'interaction. 
De l'ensemble des petites molécules qui régulent l'activité des IP3R, le Ca2+ est 
probablement le mieux caractérisé. Les IP3R sont régulés de façon biphasique par le Ca24 
(BEZPROZVANNY, et al, 1991; MIYAKAWA, et al, 2001; MAK, et al., 2003). À un 
niveau inférieur à 1 [xM, le Ca2' augmente la probabilité d'ouverture des IP3R alors qu'à 
des concentrations supérieures à 10 [iM, le Ca2+ diminue la probabilité d'ouverture des 
IP3R (FOSKETT, et al., 2007). Cette inhibition des IP3R par le Ca2+ est plausible dans un 
contexte cellulaire puisque la concentration de Ca2+ près de l'ouverture du canal peut 
atteindre 100 \xM (NARAGHI et NEHER., 1997). 
L'expression, la localisation et la fonction des IP3R sont régulées par une grande 
variété de protéines. À ce titre, il a été démontré que le cytochrome c lie la région C-
terminale du récepteur durant l'apoptose ce qui amplifie l'activité calcique des IP3R et 
accélère, de surcroît, le phénomène d'apoptose (BOEHNING, et al., 2003). La protéine-lA 
associée à l'Huntingtin (HAP1A) interagirait aussi avec la portion C-terminale de l'IPsR-l. 
L'activation de TIP3R-1 par ITP3 s'en trouverait accrue en présence des expansions 
polyglutamine (polyQ) et causerait une surcharge calcique cytosolique et mitochondriale 
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dans les neurones GABAergiques moyens épineux (MSN) du striatum. Cette surcharge 
calcique jouerait un rôle important dans la pathogénèse de la maladie de Huntington 
(TANG, et al, 2003a; BEZPROZVANNY et HAYDEN., 2004). Du nombre des protéines 
connues pour interagir avec les IP3R, on note, aussi, les protéines phosphatases PP1 et 
PP2A qui forment avec la protéine d'échaffaudage AKAP9 un macro complexe de 
signalisation impliqué dans la regulation de l'IP3R-l par la PKA (DESOUZA, et al, 2002; 
TANG, et al, 2003b). Une autre protéine d'échaffaudage, appelée RACKl, serait 
essentielle à la regulation de 1TP3R par la PKC. L'interaction entre RACKl et T1P3R 
accroîtrait l'affinité du récepteur pour 1TP3 (PATTERSON, et al, 2004b). Les 
chromogramines A et B contenus dans les granules de sécrétion augmenteraient la 
probabilité d'ouverture des IP3R en se liant à la région canal du récepteur (YOO, et al., 
2000). La protéine apparentée à l'anhydrase carbonique (CARP) s'associerait quant à elle 
au domaine de régulation et diminuerait l'affinité de ITP3R-I pour l'IPs dans les cellules de 
Purkinje (HIROTA, et al., 2003). Par conséquent, les auteurs suggèrent que la plasticité 
neuronale des cellules de Purkinje du cervelet différerait de celles des autres neurones. 
Enfin, la protéine Homer interagirait avec le domaine suppresseur de liaison localisé en N-
terminal des IP3R et servirait de protéine d'échafaudage entre ITP3R-I et les récepteurs 
métabotropiques du glutamate (mGluR). Ainsi, Homer modulerait l'efficacité de la 
signalisation induite par les mGluR dans les neurones (TU, et al., 1998). En somme, 
l'importance physiologique de ces interactions protéiques reste à éclaircir. L'impact relatif 
de chacune de ces interactions sur les trois isoformes d'IP3R doit également être déterminé. 
Cependant, l'ensemble de ces informations suggère que les IP3R forment des macro-
complexes de signalisation ciblés par plusieurs cascades de signalisation. 
La phosphorylation des IP3R par des kinases représente un autre aspect important de 
leur régulation. Les IP3R sont phosphorylés par de nombreuses kinases. De ce nombre, on 
compte notamment la protéine kinase dépendante de l'AMPc (PKA). Il est connu que la 
PKA accroît l'activité de l'IP3R-l par l'intermédiaire d'un macro complexe de regulation 
formé de la protéine d'échaffaudage AKAP9 et les protéines phosphatases PP1 et PP2A. La 
PKA phosphoryle les serines 1589 et 1755 de ITP3R-I (FERRIS, étal., 1991; ZHU, et al, 
1996; DESOUZA, et al, 2002; WAGNER et al, 2003; TU, et al, 2004; WAGNER et al, 
2004). La protéine kinase dépendante du GMPc (PKG) phosphoryle également les serines 
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1589 et 1755 de ITP3R-I ce qui accroît aussi l'activité calcique du récepteur 
(KOMALAVILAS et LINCOLN., 1994; ROONEY, et ai, 1996; HAUG, et al., 1999; 
SCHLOSSMANN, et al., 2000). La protéine kinase C (PKC) phosphoryle l'iP3R-l in vitro 
et in vivo et augmente l'activité du récepteur. Le calcium activant directement la PKC, il 
s'agirait d'un phénomène de rétroactivation crucial pour les phénomènes d'exocytose 
neuronale et d'apoptose (FERRIS, et al, 1991; MATTER, et al, 1993; VERMASSEN, et 
al., 2004). La protéine kinase II dépendante de la calmoduline (CaMK-II) exercerait aussi 
un effet de rétroactivation sur ITP3R-I et influencerait la libération de neurotransmetteurs 
au niveau de la jonction neuromusculaire (HE, et al., 2000;BARE, et al., 2005). Les IP3R 
sont également phosphorylés sur des résidus tyrosines. Dans les cellules T activées, la 
tyrosine kinase Fyn lie et phosphoryle ITP3R. Cette phosphorylation des résidus tyrosines 
est plus faible dans les souris "knock-out" Fyn -/- qui manifestent une diminution des 
relâches calciques intracellulaires et une signalisation défaillantes dans les cellules T 
(JAYARAMAN, et al., 1996; CUI, et al., 2004). De plus, la tyrosine kinase Lyn 
phosphoryle aussi les IP3R suite à la stimulation des récepteurs des cellules B. Ce processus 
nécessiterait l'interaction de la protéine d'échaffaudage BANK contenant des répétitions de 
domaine ankyrine (YOKOYAMA, et al., 2002). En somme, une variété de kinases 
influence l'activité des IP3R et il semble que ces phénomènes de phosphorylation et de 
déphosphorylation des IP3R soient régulés par des macro complexe de signalisation. De 
plus, un survol rapide de la littérature disponible sur les IP3R nous permet de constater les 
lacunes en ce qui a trait à nos connaissances des mécanismes de régulation des IP3R-2 et 3 
par ces kinases. 
Plusieurs exemples d'action concertée des voies de signalisation dépendantes du 
Ca2+ et de l'AMPc ont été répertoriés (YANG, et al, 1996; MALAGOLI, et al, 2000; 
BRUCE, et al, 2002). À ce titre, nous savons que la PKA augmente l'activité de ITP3R-I 
(NAKADE, et al, 1994). Au moment où j 'ai démarré mes travaux, les informations 
relatives à la phospho-régulation de ITP3R-2 et de ITP3R-3 par la PKA étaient insuffisantes. 
Pourtant, l'analyse de la séquence révèle que sur les -300 résidus S/T de ITP3R-2, il y 
aurait un site consensus de phosphorylation complet pour la PKA (R/K)(R/K)X(S/T) au 
niveau de la serine 1687 (KKDS1687) et près de 30 motifs peu restrictifs correspondant à des 
résidus (S/T) précédés d'un résidu basique (K/R) en position -2 ou -3 (SHABB, 2001) (voir 
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Sites de phosphorylation potentiels 
• RRDS1589; 
• RRES1755; 
• 54 (S/T) précédées d'un résidu 
basique (K/R) en position -2 ou -3. 
• KKDS16*7; 
• 43 (S/T) précédées d'un résidu 






• 44 (S/T) précédées d'un résidu 
basique (K/R) en position -2 ou -3. 
Sites de phosphorylation identifiés 
• RRDS1589, RRES1755 (FERRIS, et 
ai, 1991) 
• RGS937 (BETZENHAUSER, et al, 
2009) 
• RRS91b, RKQS934 et RVAS1832 ( 
SOULSBY et WOJCIKIEWICZ., 
2005) 
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Tableau 3). En fonction de ces informations, nous croyons que ITP3R-2 pourrait être un 
substrat de la PKA. 
Le phénomène de prolifération cellulaire est également étroitement lié à la 
signalisation calcique. Une étude récente montre que l'inhibition de mTOR par la 
rapamycine diminue les relâches calciques induites par ITP3 dans les myocytes du côlon, un 
type cellulaire exprimant davantage ITP3R-I (MACMILLAN, et ai, 2005). La kinase 
mTOR est un point majeur de convergence des signaux mitogéniques tels que les facteurs 
de croissance, les nutriments et le niveau énergétique cellulaire qui induisent la synthèse 
protéique et la croissance cellulaire (WULLSCHLEGER, et al., 2006b). L'idée selon 
laquelle mTOR pourrait être impliquée dans la régulation du mécanisme de signalisation 
calcique par le biais des IP3R est attrayante. De plus, nous ignorons si ITP3R-2 et ITP3R-3 
sont des substrats de mTOR. Par contre, nous savons que plusieurs substrats de mTOR 
contiennent une séquence consensus de phosphorylation de type FXXF(S/T)Y (HARA, et 
al., 2002; KIM, et al., 2002; SARBASSOV, et al., 2004; GUERTIN, et al., 2006) où sont 
phosphoryles sur des résidus (S/T)P (BRUNN, et al, 1997; SAITOH, et al, 2002; 
FACCHINETTI, et al, 2008; IKENOUE, et al, 2008). Dans les faits, lTP3R-2 ne contient 
pas moins de 13 motifs (S/T)P susceptibles d'être phosphoryles par mTOR. Pour 
l'ensemble de ces raisons, nous croyons que ITP3R-2 pourrait être un substrat de mTOR. 
3. La protéine kinase dépendante de l'AMPc 
La voie de signalisation conduisant à l'activation de la protéine kinase dépendante 
de l'AMPc (PKA) a été caractérisée dans de nombreux organes et types cellulaires. La 
PKA est impliquée dans une grande variété de processus cellulaires tels que le cycle 
cellulaire, la prolifération et la differentiation cellulaire, la dynamique des microtubules et 
de la chromatine, la régulation du transport cellulaire et le flux des ions. L'activation de 
cette voie implique la liaison d'un ligand extracellulaire à un récepteur couplé à la protéine 






Figure 4. La protéine kinase dépendante de l'AMPc 
La PKA est un hétérotétramère composé de deux sous-unités régulatrices et de deux sous-
unités catalytiques. L'AMPc lie de façon coopérative deux sites de liaison appelés A et B 
sur chacune des sous-unités régulatrices. La liaison de 4 molécules d'AMPc entraîne un 
changement confonnationnel qui provoque la dissociation des sous-unités régulatrices et la 
libération des sous-unités catalytiques de la PKA. Les sous-unités deviennent alors 




d'AMPc. Chez les mammifères, il existe 9 isoformes d'adenylyl cyclase (AC1-AC9) et une 
isoforme soluble spécifique aux spermatozoïdes. Chaque isoforme possède des propriétés 
de régulation spécifiques (HANOUNE et DEFER., 2001). La PKA est un hétérotétramère 
composé de deux sous-unités régulatrices (RIa, RIp\ RI la et RIIP) et de deux sous-unités 
catalytiques (Ca, Cp\ Cy et PRKX). Les sous-unités régulatrices et catalytiques possèdent 
des propriétés biologiques et physiques distinctes. Le niveau d'expression de chacune des 
isoformes varie d'un tissu à un autre et forme toute une variété d'holoenzymes (TASKEN, 
et al., 1997; SKALHEGG et TASKEN., 2000). Les PKA sont toutefois regroupées en deux 
classes nommées type I et type II différenciées par le type de sous-unités régulatrices 
qu'elles contiennent (RI ou RII). L'AMPc lie de façon coopérative deux sites de liaison 
appelés A et B sur chacune des sous-unités régulatrices. La liaison de 4 molécules d'AMPc 
entraîne un changement conformationnel qui provoque la dissociation des sous-unités 
régulatrices et la libération des sous-unités catalytiques de la PKA (KOPPERUD, et al., 
2002) (voir figure 4). Les sous-unités deviennent alors catalytiquement actives et 
phosphorylent les résidus serines et threonines de substrats spécifiques. Les PKA de type I 
sont plus sensible à l'AMPc et possèdent une constante d'activation (Kact) de 50 à 100 nM 
comparativement de 200 à 400 nM pour les PKA de type IL Les PKA de type I sont 
reconnues comme étant majoritairement localisée dans le cytoplasme alors qu'environ 75 
% des PKA de type II sont associées à des organelles ou à des structures spécifiques de la 
cellule (CADD, et al, 1990). La dégradation de l'AMPc est régulée par des 
phosphodiesterases (PDE) (SUNAHARA, et al., 1996; SODERLING et BEAVO., 2000). 
Les PDE font partie d'une superfamille elle-même composée de 11 familles et incluant 50 
PDE différentes caractérisées sur la base de leur séquence en acides aminés, leur spécificité 
de substrat, et leurs propriétés pharmacologiques (SODERLING et BEAVO., 2000; 
MEHATS, et al., 2002). Les familles de PDE se différencient de part leur cinétique 
respective et leurs mécanismes de régulation. Les PDE 4, 7 et 8 hydrolisent spécifiquement 
l'AMPc, Les PDE 5, 6 et 9 seulement le GMPc et les PDE 1, 2, 3, 10 et 11 hydrolisent à la 
fois l'AMPc et le GMPc. Le rôle crucial des PDE dans la régulation des concentrations 
intracellulaires d'AMPc et par conséquent dans l'activation de la PKA a émergé récemment 
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grâce à une série d'études sur la famille PDE4. En effet, cette famille hautement conservée 
à travers l'évolution contient un domaine N-terminal unique allouant l'interaction de la 
PDE avec des partenaires protéiques spécifiques responsables de sa localisation 
intracellulaire (HUSTON, et al., 2006). La localisation intracellulaire de la PKA est 
principalement due aux protéines d'ancrage de la kinase A (AKAP). Les AKAP forment 
une famille structuralement diverse de plus de 50 membres. Les sous-unités RII de la PKA 
affichent une forte affinité de l'ordre du nanomolaire pour les protéines AKAP alors que les 
sous-unités RI auraient une affinité beaucoup plus faible. Ces protéines d'ancrage génèrent 
spécificité et versatilité à la voie de production de l'AMPc en médiant l'assemblage de 
complexes multivalents de signalisation dans des portions distinctes de la cellule (DIVIANI 
et SCOTT., 2001; MICHEL et SCOTT., 2002). 
4. Cible mammalienne de la rapamycine 
La protéine mTOR «mammalian target of rapamycin» appartient à la famille des kinases 
apparentées aux kinases des phosphatidylinositols (PIKK). Les membres de la famille des 
PIKK contiennent un domaine C-terminal sérine/thréonine kinase de 600 acides aminés 
possédant plusieurs similitudes avec les domaines catalytiques des PDKinases (voir figure 
5). Un segment hydrophobe de 110 acides aminés et nécessaire à la liaison du complexe 
rapamycine-FKBP12, appelé FRB « FKBP12-rapamycin binding domain», serait localisé 
immédiatement en amont de la séquence similaire aux PI3K. En N-terminal du FRB et en 
C-terminal du domaine kinase se trouvent respectivement les domaines FAT et FATc 
communs à tous les PIKK. Le domaine N-terminal de mTOR contient, quant à lui, une série 
de répétitions en tandem du motif HEAT qui formerait un réseau d'hélices possédant de 
larges interfaces disponibles pour de multiples interactions protéine-protéine. La liaison du 
complexe rapamycine-FKBP12 à mTOR inhiberait directement sa fonction. En interférant 
avec sa fonction, la rapamycine inhiberait la voie de signalisation-transduction régulée par 
mTOR ce qui provoquerait l'arrêt du cycle cellulaire en phase Gl de plusieurs types 
cellulaires. La protéine mTOR existe sous deux complexes fonctionnellement distincts 
nommés mTORCl et mTORC2 « mTOR Complexe 1 et 2 » (WULLSCHLEGER, et al, 
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Figure 5. Cible mammalienne de la rapamycine 
Illustration des domaines structuraux de mTOR. Représentation des deux complexes 
formés par mTOR : mTORC 1 et mTORC2. Voir texte pour de plus amples informations. 
Adapté de SABATINI (2006). 
a 
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contient les composantes mTOR, mLST8/GpL « G protein p-subunit-like protein » et 
Raptor. Le complexe mTORC2 est insensible à la rapamycine et comprend les composantes 
mTOR, mLST8/GpL et Rictor. Le complexe mTORCl régule plusieurs aspects de la 
croissance cellulaire (K1M, et al., 2002), alors que mTORC2 est impliqué dans différents 
aspects liés à la morphologie cellulaire tels que la polarité, la vitesse et la direction de la 
chimiotaxie ( JACINTO, et ai, 2004; SARBASSOV, et al, 2004). 
La kinase mTOR se situe au carrefour de plusieurs voies de signalisation impliquées 
dans la croissance cellulaire (voir figure 6). À ce jour, quatre voies importantes pour la 
régulation de mTOR ont été identifiées: les facteurs de croissance, les nutriments, l'énergie 
(ratio AMP/ATP) et le stress cellulaire. La voie de signalisation PI3K-AKT relie mTOR 
aux facteurs de croissance. Cette voie d'activation de mTOR est la mieux caractérisée. La 
liaison de l'insuline ou de facteurs de croissance apparentés à l'insuline (IGF) à leur 
récepteur provoque le recrutement et la phosphorylation des substrats du récepteur à 
l'insuline (1RS) puis le recrutement subséquent de la PI3K. La liaison de la PI3K à F 1RS 
convertit le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) dans la membrane cellulaire en 
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3). L'accumulation de PIP3 est antagonisée par 
la phosphatase des lipides (PTEN). Le PIP3 recrute PDK1 et AKT à la membrane, ce qui 
provoque l'activation d'AKT par PDK1. La kinase mTOR est reliée à la voie PI3K par les 
protéines du complexe de la sclérose tubéreuse (TSC1 et TSC2). TSC1 et TSC2 agissent en 
hétérodimère qui régule négativement la signalisation de mTOR. AKT phosphoryle la 
serine 939 et la threonine 1462 ce qui inactive directement TSC2 en réponse à l'insuline 
(MANNING, 2004). TSC2 agit telle une GAP « GTPase activating protein » pour la petite 
GTPase Rheb (LI, et al, 2004). Lorsque Rheb est couplé au GTP, Rheb lie directement le 
domaine kinase de mTOR et l'active (LONG, et al., 2005). Les nutriments, spécialement 
les acides aminés, régulent la signalisation de mTORCl. Il s'agit de la seconde voie 
d'activation de mTORCl. Il a été proposé que les acides aminés activent mTORCl par 
l'intermédiaire d'une inhibition de TSC1-TSC2 ou par l'activation de Rheb (GAO, et al., 
2002; SMITH, et al., 2005). Le complexe mTORCl détecte aussi le statut énergétique 
cellulaire par l'intermédiaire de la protéine kinase activée par l'AMP (AMPK). AMPK est 
activée lorsque le niveau énergétique cellulaire est faible (ratio AMP/ATP élevé). L'AMPK 
phosphoryle directement TSC2 sur les residue serine 1387 et threonine 1271, augmentant 
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ainsi son activité GAP, ce qui inhibe mTORCl (INOKI, et al, 2003). Enfin, en état 
d'hypoxie, la signalisation dépendante de mTOR est inhibée freinant, par le fait même, la 
synthèse protéique. 
De façon générale, les substrats de mTOR sont des protéines importantes pour la 
croissance cellulaire. Ainsi, mTORCl active S6K1 «p70 ribosomal S6 Kinase». Après son 
activation, S6K1 phosphoryle la protéine S6 de la sous-unité ribosomale 40S. L'activation 
de S6 augmente dramatiquement la traduction d'une classe d'ARNm comprenant un 
segment polypyrimidine en 5' (5' TOP, «tract of polypyrimidine») (JEFFERIES, et al, 
1997) et codant pour des protéines ribosomales ou le facteur d'élongation eEF-2 impliqué 
dans la synthèse protéique (JEFFERIES, et ai, 1994). Les ARNm 5'TOP compteraient 
pour 15 à 20% de l'ensemble des ARNm. Ainsi, en augmentant la transcription des ARNm 
5'TOP, mTORCl augmenterait la capacité générale de traduction. Le complexe mTORCl 
promeut de surcroît l'initiation de la traduction des ARN pourvus d'une coiffe en 
phosphorylant les protéines elF4E (4E-BP). 4E-BP1 phosphoryle relâche elF4E alors 
capable de s'associer à elF4G et stimuler l'initiation de la traduction. Le complexe 
mTORCl cause également la translocation du facteur de contrôle de la biogénèse des 
nbosomes TIFIA. Cette dernière est essentielle à l'activation de l'ARN polymerase I, II et 
III nécessaires à la transcription de gènes codant pour de l'ARN ribosomal, des protéines 
ribosomales et des ARN de transcription (MARTIN et HALL., 2005). Enfin, mTORCl 
régulerait négativement le mécanisme de macroautophagie par le biais du facteur 
d'initiation eIF4GI (RAMIREZ-VALLE, et ai, 2008). Quant à mTORC2, il régulerait 
l'organisation du cytosquelette d'actine. Quoique les cibles précises de mTORC2 restent à 
identifier, le contrôle du cytosquelette d'actine par mTORC2 impliquerait la protéine kinase 
Ca (PKCa) et les petites GTPases Rho et Rac (JACINTO, et al, 2004; SARBASSOV, et 
al, 2004). 
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Figure 6. Voies d'activation de mTOR 
Les voies de signalisation de mTOR se subdivisent en deux branches, chacune contrôlée 
par un complexe mTOR spécifique (mTORC). Le complexe sensible à la rapamycine 
mTORC 1 contrôle plusieurs voies qui collectivement déterminent la masse cellulaire. Le 
complexe insensible à la rapamycine mTORC2 régulerait la morphologie cellulaire par le 
biais du cytosquelette d'actine. Les complexes mTORC 1 et mTORC2 répondraient 
possiblement aux facteurs de croissance tel que l'IGF-1, le statut énergétique cellulaire, les 
nutriments (acides aminés) et le stress cellulaire. Les flèches représentent l'activation, alors 
que les barres représentent l'inhibition. Adapté de LANG étal (2007). 
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BUT DE L'ETUDE 
Le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3R) est un canal calcique qui joue 
un rôle majeur dans la régulation du Ca2+ intracellulaire. Il existe trois sous-types d'IP3R. 
La comparaison des séquences en acides aminés laisse présager que chaque isoforme 
possède des propriétés fonctionnelles distinctes. Peu d'informations sont disponibles sur les 
propriétés fonctionnelles de TIP3R-2 et de TIP3R-3. Les souris IP3R-2 et 3 KO ont révélé le 
rôle prédominant des ces deux isoformes dans les relâches calciques induites par des 
sécrétagogues notamment au niveau du pancréas. Il est donc essentiel de caractériser les 
propriétés fonctionnelles de chaque isoforme. 
Un aspect important du mécanisme fonctionnel des IP3R est leur régulation par 
différentes kinases. Un nombre croissant d'évidences suggèrent que la régulation spécifique 
du mécanisme de signalisation calcique peut être accomplie par l'activation simultanée de 
plusieurs voies de signalisation. Les kinases intervenant lors de l'activation concomitante 
des voies prolifératives et de production de l'AMPc sont susceptibles de réguler les IP3R. 
Il est connu que TIP3R-1 est un substrat de la PKA. Une étude a révélé que les 
agents qui élèvent la concentration d'AMPc provoquent la phosphorylation de TIP3R-1 
dans le cerveau (SUPATTAPONE, et ai, 1988a). À ce jour, beaucoup d'informations ont 
été recueillies sur la phosphorylation de l'IP3R-l par la PKA. Nous savons que la PKA 
augmente l'activité de l'IP3R-l (NAKADE, et ai, 1994), que les serines 1755 et 1589 sont 
les sites de phosphorylation de l'IP3R-l (SOULSBY, et ai, 2004), qu'AKAP9 est 
nécessaire pour échafauder l'interaction entre l'IPaR-l et la PKA (TU, et al., 2004) et que 
les phosphatases PP1A et PP2A seraient responsables de la déphosphorylation de l'IPsR-l 
(TANG, et al., 2003b). Plusieurs exemples d'actions concertées des voies de signalisation 
dépendantes du Ca2f et de l'AMPc ont été répertoriés notamment dans des tissus impliqués 
dans des phénomènes de sécrétion et reconnus pour exprimer principalement TIP3R-2 et 
l'IP3R-3 (YANG, et al., 1996; MALAGOLI, et al., 2000; BRUCE, et al., 2002). Par 
exemple, dans les glandes salivaires, le phénomène de sécrétion dépendant de l'activation 
des récepteurs muscariniques de l'acétylcholine est fortement amplifié par l'activation 
concomitante de la voie de production de l'AMPc par le peptide vasoactif intestinal (VIP) 
ou encore par la stimulation sympathique des récepteurs P-adrénergiques (LARSSON et 
OLGART., 1989; YOSHIMURA, étal., 2002). 
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Les informations relatives à la phospho-régulation de FIP3R-2 et de FIP3R-3 par la 
PKA ainsi que ses conséquences sur l'activité des récepteurs restent insuffisantes. 
L'analyse de la séquence de FIP3R-2 révèle qu'il existe un site consensus de 
phosphorylation complet pour la PKA (R/K)(R/K)X(S/T) au niveau de la serine 1687 et 
près de 30 motifs moins restrictifs correspondant à des résidus (S/T) précédés d'un résidu 
basique (K/R) en position -2 ou -3. En fonction de ces informations, nous avons entrepris 
d'évaluer la phospho-régulation de FIP3R-2 par la PKA. Pour y arriver, nous avons choisi 
d'utiliser les cellules AR4-2J, une lignée cellulaire exprimant principalement ITP3R-2 et 
dérivée d'un pancréatome exocrine de rat. En plus d'être un modèle cellulaire relativement 
riche en IP3R-2, les cellules AR4-2J offre la possibilité d'explorer les effets d'agents 
élevant la concentration intracellulaire d'AMPc sur les relâches calciques induites par des 
sécrétagogues. 
Dans un autre ordre d'idée, nous savons que le phénomène de prolifération 
cellulaire est étroitement lié à la signalisation calcique. Plusieurs études suggèrent que 
l'interaction entre les voies de signalisation dépendantes de l'insuline et des GPCR joue un 
rôle critique dans la régulation de fonctions physiologiques normales ainsi que dans le 
développement d'une variété de pathologies (VELLOSO, et al., 2006; KISFALVI, et al., 
2007). La kinase mTOR est un point majeur de convergence des signaux mitogéniques pour 
la synthèse protéique et la croissance cellulaire tels que les facteurs de croissance, les 
nutriments et le niveau énergétique cellulaire (WULLSCHLEGER, et ai, 2006a). Il s'avère 
également que la kinase mTOR, tout comme les IP3R, se retrouve notamment au RE 
(DRENAN, et al., 2004). Une étude récente montre que l'inhibition de mTOR par la 
rapamycine diminue les relâches calciques induites par 1TP3 dans les myocytes du côlon, un 
type cellulaire qui exprime davantage l'IPaR-l (MACMILLAN, et ai, 2005). Par contre, 
nous ignorons si ITP3R-2 et ITP3R-3 sont des substrats de mTOR. Nous savons que mTOR 
phosphoryle ses substrats sur des motifs FXXF(S/T)Y ou (S/T)P. En fait, FIP3R-2 contient 
pas moins de 13 motifs susceptibles d'être phosphorylés par mTOR (S/T)P. L'ensemble de 
ces informations nous a incité à étudier la phospho-régulation possible de ITP3R-2 par la 
kinase mTOR. Les cellules AR4-2J, étant riches en IP3R-2, se sont avérées un modèle 
intéressant pour explorer le rôle possible de la phosphorégulation de cette isoforme par la 
kinase mTOR. Ce projet de recherche correspond à la deuxième partie de ma thèse. 
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résultats présentés dans cet article. J'ai écrit le premier jet du manuscrit. 
Résumé en français de l'article 1 
Dans les cellules non-excitables, le récepteur de l'inositol 1,4,5-trisphosphate 
(IP3R), joue un rôle prépondérant dans le contrôle du Ca2* intracellulaire. Il existe trois 
isoformes d'IPaR qui sont exprimés dans des proportions variables d'un type cellulaire à un 
autre. Les cellules AR4-2J expriment presque exclusivement LIP3R-2. Le but de cette étude 
était de caractériser l'effet de la protéine kinase dépendante de l'AMPc (PKA) sur l'activité 
de TIP3R-2 dans les cellules AR4-2J. Nous avons montré que TIP3R-2 immunoprécipité est 
un bon substrat de la PKA. En utilisant une approche de "back-phosphorylation", nous 
avons montré que la PKA endogène phosphoryle TIP3R-2 dans les cellules AR4-2J 
intactes. De plus, nos résultats indiquent qu'un prétraitement avec la PKA accroît les 
relâches calciques induites par l'IP3 dans les cellules AR4-2J perméabilisées. Qui plus est, 
le prétraitement des cellules AR4-2J avec des agents qui induisent la production d'AMPc 
tels que la forskoline et le peptide vasoactif intestinal (VIP) accroît les relâches calciques 
induites par le carbachol (CCh) et le facteur de croissance epidermal (EGF). Nos résultats 
sont ainsi consistants avec un effet amplificateur de la PKA sur l'activité de TIP3R-2. Cette 
conclusion supporte le concept émergent d'interaction fonctionnelle entre la voie de 
signalisation calcique et de production d'AMPc et, par le fait même, améliore notre 
compréhension des mécanismes dont dispose la cellule pour encoder le code calcique. 
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Abstract 
In non-excitable cells, the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R), a ligand-
gated Ca2+ channel, plays an important role in the control of intracellular Ca2+. There are 
three subtypes of IP3R that are differentially distributed among cell types. AR4-2J cells 
express almost exclusively the IP3R-2 subtype. The purpose of this study was to investigate 
the effect of cAMP-dependent protein kinase (PKA) on the activity of IP3R-2 in AR4-2J 
cells. We showed that immunoprecipitated IP3R-2 is a good substrate for PKA. Using a 
back-phosphorylation approach, we showed that endogenous PKA phosphorylates IP3R-2 
in intact AR4-2J cells. Pretreatment with PKA enhanced IP3-induced Ca2t release in 
permeabilized AR4-2J cells. Pretreatment with the cAMP generating agent forskolin and 
vasoactive intestinal peptide (VIP) enhanced carbachol (CCh)-induced and epidermal 
growth factor (EGF)-induced Ca2+ responses in intact AR4-2J cells. Our results are 
consistent with an enhancing effect of PKA on IP3R-2 activity. This conclusion supports 
the emerging concept of cross-talk between Ca2+ signaling and cAMP pathways and thus 
provides another way by which Ca2+ signals are finely encoded within non excitable cells. 
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Introduction 
Stimulation of a wide variety of cells by hormones, neurotransmitters, or growth 
factors leads to the activation of phospholipase C (PLC) and triggers inositol 1,4,5-
trisphosphate (IP3)-mediated Ca2+ signalling via activation of IP3 receptors (IP3R.S) on the 
endoplasmic reticulum [Berridge, 1993; Joseph and Ryan, 1993; Yoshida and Imai, 1997]. 
Intracellular Ca2+ is a key second messenger involved in a vast array of cellular processes 
such as contraction, secretion, growth and differentiation. Three specific isoforms of IP3R, 
encoded by different genes, have been isolated, with each isoform exhibiting unique tissue-
specific expression patterns [Furuichi, et al., 1993; Holtzclaw, et al., 2002; Maranto, 1994; 
Perez, et al., 1997; Wojcikiewicz, 1995]. Co-immunoprecipitation studies have revealed 
that IP3R isoforms can assemble as homotetramers (four isoforms of the same type) or as 
heterotetramers (more than one type of isoform within a tetramer) to constitute functional 
Ca2+ channels [Maeda, et al., 1991; Monkawa, et al., 1995]. Despite sharing considerable 
sequence identity within their ligand-binding and channel domains, the amino acids 
sequence of each IP3R isoform are least conserved in their regulatory domains. Ca2+ release 
through the IP3R is markedly influenced by many factors such as Ca2+ itself, proteins, 
adenine nucleotides, and phosphorylation [Patterson, et al., 2004]. These features are 
thought to be the major determinants of the rich diversity of Ca2+ signalling events 
observed in cells. 
An emerging body of evidences, suggests that specific regulatory control over Ca2+ 
signalling pathways can be achieved by the simultaneous activation of additional signalling 
pathways, in particular those that elevate cAMP [Bruce, et al., 2003; Hajnoczky, et al., 
1993; Volpe and Alderson-Lang, 1990]. Several studies have shown an important 
regulatory effect of cAMP-dependent protein kinase (PKA) on the activity of IP3R-I 
[DeSouza, et al., 2002; Soulsby, et al., 2004; Tang, et al., 2003; Tu, et al., 2004; Wagner, et 
al., 2004]. Although these recent studies suggest that PKA increases the Ca2* release 
sensitivity of IP3R-I, little is known about the effect of PKA on IP3R-2 and IP3R-3. 
The purpose of the present study was therefore to investigate the phosphoregulation 
of IP3R-2 by PKA in AR4-2J cells, a pancreatic acinar cell line which expresses 
predominantly (86%) the IP3R-2 isoform [Wojcikiewicz, 1995]. Our results demonstrate 
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that IP3R-2 is efficiently phosphorylated by exogenous and endogenous PKA. Pretreatment 
of AR4-2J cells with PKA or with cAMP generating agents enhanced IP3-induced Ca2+ 
release and CCh- or EGF-induced Ca2+ responses. These results are consistent with a 
potentiating effect of PKA on IP3R-2 activity. 
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Materials and methods 
Materials 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS) and 
penicillin-streptomycin-glutamine were from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD). 
[y-32P]ATP was from Perkin Elmer (Boston, MA). IP3 was from Alexis Biochemicals (San 
Diego, CA). Anti-IP3R-2 antibody was obtained by immunizing New Zealand rabbits with 
the C-terminus of IP3R-2 coupled to keyhole limpet hemocyanin [Poitras et al, Receptor 
and Channel, 2000]. Protein AG-agarose was from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, 
CA). Vasoactive intestinal peptide (VIP), forskolin, ATP, bovine serum albumin (BSA), 
creatine phosphokinase, phosphocreatine, poly-L-lysine hydrobromide, saponin and 
thapsigargine were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). The catalytic subunit of cAMP-
dependent protein kinase was from Promega (Madison, WI). Carbachol (CCh), fura-2 (free 
acid), fura-2/AM, phosphatases inhbitors cocktail set II and okadaic acid were from 
Calbiochem (San Diego, CA). Proteases inhibitors cocktail (Complete™) was from Roche 
Molecular Biochemicals (Laval, QC). 
Cell culture 
AR4-2J cells (American Type Culture Collection, Manassas, VA) were cultured at 
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2 in DMEM medium containing L-glutamine (2 
mM), foetal bovine serum (15%, v/v), penicillin (100 U/ml) and streptomycin ( 100 ug/ml). 
In vitro phosphorylation of IP3R-2 
AR4-2J cells (2 x 107 cells/ml) were solubilized for 1 h at 4 °C, under gentle 
agitation, in lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, ImM EDTA, 1% 
Triton X-100] supplemented with the proteases inhibitors cocktail Complete™ (IX). The 
solubilized material was centrifuged at 30,000 x g for 30 min and the supernatant was 
immunoprecipitated for 16 h, at 4°C, under gentle agitation, with anti-IP3R-2 antibody and 
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50 jil of protein AG-agarose beads. The immunoprecipitated IP3R.S were phosphorylated 
for different time periods at 30 °C in phosphorylation buffer [40 mM Tris-HCl (pH 7.4), 20 
mM MgCb] containing 10 uCi of [y "32P]ATP, 200 uM non-radioactive ATP, and the 
catalytic subunit of PKA (100-400 U/ml) in a final volume of 50 ul. The reaction was 
stopped by adding 1 ml of ice-cold phosphorylation buffer containing 1 mM ATP. Immune 
complexes were then precipitated by centrifugation for 1 min at 15,000 x g, washed twice 
with 1 ml of phosphorylation buffer containing 1 mM ATP, and resuspended in Laemmli 
buffer [Laemmli, 1970] for 10 min at 95°C. Samples were loaded onto a 4% SDS-PAGE 
gel that was run at 20 mA for 120 min. Gels were vacuum dried for 1 h at 80° C, and 
exposed for 24 h on a BioMax MR film with an intensifying screen. 
Back-phosphorylation of IP3R-2 
AR4-2J cells were stimulated with 10 \iM forskolin in HBSS buffer [15 mM 
HEPES (pH 7.4), 140 mM NaCl, 5 mM KC1, 1 mM MgCl2, 10 mM dextrose, 1.8 mM 
CaCb, 0.1% (w/v) BSA]. Cells were then solubilized in 1 ml of ice-cold lysis buffer 
supplemented with 100 nM okadaic acid, (IX) phosphatases inhibitors cocktail set II and 
(IX) proteases inhibitors cocktail Complete™. IP3R-2 was then immunoprecipitated and 
phosphorylated in vitro as described above. In the back-phosphorylation procedure, it must 
be understood that an important in vivo phosphorylation of IP3R-2 in treated AR4-2J cells 
will markedly diminish the level of incorporation of 32Pi in the in vitro phosphorylation 
assay. 
Dynamic video imaging of cytosolic Ca2+ 
Fluorescence from fura 2-loaded cells was monitored as previously described (23). 
Briefly, AR4-2J cells grown on glass coverslips were washed twice with HBSS buffer and 
loaded with 0.15 uM fura-2/AM in HBSS buffer for 20 min at room temperature in the 
dark. After a de-esterification step (incubation in fresh HBSS for 20 min at room 
temperature) the coverslips were inserted into a circular open-bottom chamber and mounted 
on the stage of a Zeiss Axiovert microscope fitted with an Attofluor Digital Imaging and 
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Photometry System (Attofluor Inc., Rockville, MD). The system allows simultaneous data 
acquisition from up to 99 user-defined variably sized regions of interest (or cells) per field 
of view. The system can also calculate, at any time point, the average response of all the 
cells selected in the field. Fluorescence from isolated fura-2-loaded cells was monitored by 
videomicroscopy using alternative excitatory wavelengths of 334 nm and 380 nm and 
recording emitted fluorescence at 510 nm. All experiments were done at room temperature 
and the data are expressed as intracellular free Ca2f concentration (nM) calculated from 
334/380 fluorescence ratio according to Grynkiewicz et al [Grynkiewicz, et al., 1985]. 
IP3-induced Ca2+ release 
AR4-2J cells (5 x 107 cells) were permeabilized in 2 ml of cytosol-like buffer [20 
mM Tris-HCl (pH 7.4), 10 mM NaCl, 110 mM KC1, 5 mM KH2P04, and 2 mM MgCl2] 
supplemented with 50 ug/ml saponin, 0.5 uM fura-2 acid, 20 Units creatine kinase, and 20 
mM phosphocreatine. Fura-2 fluorescence was monitored at 37 °C with a Hitachi F-2000 
spectrofluorometer (Hitachi Scientific Instruments Inc, Hialeah, FL) with alternative 
excitation wavelengths of 340 nm and 380 nm and with emission wavelength of 510 nm. 
The amount of Ca2+ released by IP3 was calculated according to the fluorescent signal 
obtained with an exogenously added Ca2+ standard (4 nmol CaCb). At the end of each 
recording, maximal fluorescence ratio (i?max) and minimal fluorescence ratio (Rmm) were 
determined by adding successively 2 mM Ca2+ and 10 mM EGTA to the cells suspension. 
When needed, free Ca2+ concentration was calculated according to Grynkiewicz et al 
[Grynkiewicz, et al., 1985]. 
Data analysis 
Results are presented as the mean ± standard deviation. When needed, data were 
analyzed by a Student's / test. P values of < 0.05 were considered statistically significant 
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Results 
Phosphorylation of IP3R-2 
Previous studies have shown that AR4-2J cells express predominantly (86%) the 
IP3R-2, making them a convenient model to study the pharmacological and functional 
properties of this specific IP3R subtype [Wojcikiewicz, 1995]. IP3RS from AR4-2J cells 
were solubilized in lysis buffer, immunoprecipitated with anti-IP3R-2 antibody, and 
phosphorylated in vitro as described in Methods. Figure 1A shows that within a period of 
30 min, efficient phosphorylation of IP3R-2 was obtained with a relatively high 
concentration of PICA (400 U/ml). The bands migrating with Mrs 260 kDa and 230 kDa 
were identified as IP3R-I and IP3R-2, respectively, by partial sequencing using a MALDI-
TOF mass spectrometry approach and by immunoblotting (data not shown). Figure IB 
shows that in vitro phosphorylation of IP3R-2 (with 400 U/ml exogenous PKA) was 
detectable within 5 min and reached a maximal level by 60 min. These results clearly 
indicate that exogenous PKA can phosphorylate IP3R-2. Next, we used a back-
phosphorylation procedure to determine whether endogenous PKA can phosphorylate IP3R-
2. Intact AR4-2J cells were first stimulated for 1 minute with forskolin, an indirect 
activator of PKA. IP3R-2 was then solubilized, immunoprecipitated, and phosphorylated in 
vitro with exogenous PKA and [y-32P] ATP. Figure 1C shows a robust PKA-mediated 
back-phosphorylation of IP3R-2 that had been immunoprecipitated from untreated AR4-2J 
cells, indicating that very little phosphorylation occurs under basal conditions (Fig. 2C, 
Ctrl). After 1 min pre-treatment with forskolin (Fig. 2C, Forsk.), back-phosphorylation with 
PKA decreased significantly, suggesting that forskolin increases IP3R-2 phosphorylation by 
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Figure 1. Phosphorylation of IP3R-2 
IP3R-2 from 2 x 107 AR4-2J cells was solubilized in lysis buffer, immunoprecipitated with 
anti-IP3R-2 antibody, phosphorylated in vitro with the catalytic subunit of PKA, and 
analyzed by 4% SDS-PAGE and autoradiography, as described in Methods. In panel A, 
IP3R-2 was phosphorylated in vitro for 30 min with increasing amounts of PKA. In panel 
B, IP3R-2 was phosphorylated in vitro with exogenous PKA (400 U/ml), for different time 
periods. These results are representative of 3 independent experiments. In panel C, AR4-2J 
cells were pre-treated with 10 uM forskolin before solubilization in lysis buffer. IP3R-2 was 
then immunoprecipitated and phosphorylated in vitro. Proteins were then resolved on a 4% 
SDS-PAGE gel and autoradiographed (upper panel). The lower panel shows the Coomassie 
blue staining of the same bands. This result is representative of at least 4 independent 
experiments. 
39 
PKA enhances IP3-induced Ca2+ release in AR4-2J cells 
We used a direct IP3-induced Ca2+ release assay that measures ambient Ca2+ 
concentrations by fura-2 fluorescence to study the functional consequences of PKA 
phosphorylation. Figure 2A shows a typical experiment where 0.1 uM IP3 released 4.5 
nmol of Ca2+ from permeabilized AR4-2J cells. The amount of Ca2+ released was calibrated 
by the exogenous addition of 4 nmol CaC^. In PKA-treated permeabilized cells (Fig. 2B), 
0.1 uM IP3 released 6.8 nmol of Ca2+, an amount which is larger than in untreated cells. 
These results indicate that PKA enhances !P3-induced Ca2+ release in AR4-2J cells. The 
dose-response curve for IP3-induced Ca2+ release from PKA-treated cells showed a leftward 
shift (EC50 of 58 ± 6 nM, average and standard deviation of three experiments) compared to 
the dose-response curve for IP3-induced Ca2+ release from control cells (EC50 of 92 ± 10 
nM) (Fig. 2C). In paired experiments (similar to those shown in panels 2A and 2B), there 
was no significant difference in the amount of Ca2+ released by untreated and PKA-treated 
permeabilized cells at a maximal dose of IP3 (Fig. 2C). Treatment with 2 uM ionomycin 
(Fig. 2D) or with 2 uM thapsigargin (data not shown) revealed that the IP3-releasable Ca2+ 
pool of PKA-treated cells was similar to that of vehicle-treated cells. These results suggest 
that PKA enhances IP3-induced Ca2+ release by increasing the apparent affinity of IP3RS. 
Forskolin enhances CCh-induced Ca2+ responses in intact AR4-2J cells 
To determine the functional consequence of PKA phosphorylation, we also 
evaluated the cytosolic Ca2+ concentration in intact AR4-2J cells loaded with fura-2/AM. 
When cells were incubated in a medium prepared without Ca2+ (0.5 mM EGTA), a low 
dose of the Ca2+-mobilizing agonist carbachol (CCh, 1 uM) produced a transient Ca2+ 
increase with peak amplitude of 95 ± 13 nM (Fig. 3A). After a 3 min pre-treatment with 
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Figure 2. PKA increases IP3-induced Ca24 release in permeabilized AR4-2J cells 
AR4-2J cells (5 x 107) were permeabilized with 100 ug/ml saponin and pre-treated for 2 
min with vehicle (panel A) or 400 units/ml PKA (panel B) in a cytosol-like medium 
containing 0.5 uM fura-2 acid. Ca2+ was then partially released with 0.1 uM IP3 (I). The 
amount of Ca2+ released by IP3 was calibrated by adding 4 nmoles of exogenous Ca + 
(Ca2+). These typical traces are representative of at least three independent experiments. 
Panel C shows the dose-response curves (under the same experimental conditions) for IPs-
induced Ca2+ release from permeabilized untreated (open circle) or PKA-treated (filled 
circle) AR4-2J cells. Panel D shows the total content of the Ca2+ pool released with 2 uM 
ionomycin from permeabilized AR4-2J cells pre-treated with vehicle (empty bar) or with 
PKA (filled bar). The results presented in panel C and D are representative of 5 
independent experiments. 
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11 nM (Fig. 3B). Because these experiments were done in the absence of extracellular Ca2+, 
it is likely that the Ca2+ transients produced by CCh were due to IP3-induced Ca2+ release 
from intracellular stores. These results, which were obtained with intact cells, are consistent 
with a potentiating effect of PKA on IP3-induced Ca24 release. 
Our dynamic video imaging system allows single cell responses to be recorded. 
When the Ca2+movements were investigated at the single cell level, two types of responses 
were observed. At a low dose of CCh (1 uM) 23 ± 6% of cells did not show any change in 
their Ca2+ concentration whereas 27 ± 7% of cells responded with a single Ca2+ transient of 
high amplitude (Fig. 4A) and 50 ± 6% of cells began rapid Ca2+ oscillations that lasted for 
about 3 min (Fig. 4B). At higher doses of CCh, the proportion of cells that did not respond 
decreased and the proportion of cells that responded with a single transient increased (Fig. 
4C). These results illustrate the graded responses obtained with stimuli of increasing 
intensity, going from no significant response to an oscillatory pattern and to a single 
transient of high amplitude. A similarly enhanced response to 1 uM CCh was observed 
after a pretreatment of AR4-2J cells with 10 uM forskolin. As demonstrated by the average 
response of a cell population stimulated with CCh (Fig. 3), analysis of single cells 
responses revealed that forskolin enhances CCh-induced Ca2+ responses (Fig. 4D). Indeed, 
after a pretreatment with forskolin, only 8 ± 5% of cells did not show any change in their 
Ca24 concentration whereas 36 ± 3% of cells began rapid Ca2+ oscillations that lasted for 
about 3 min, and 56 ± 4% of cells responded with a single Ca24 transient of high amplitude. 
These results are consistent with a potentiating effect of PKA on IP3-induced Ca2+ release. 
Forskolin enhances EGF-induced calcium responses in AR4-2J cells 
Epidermal growth factor (EGF) activates a receptor-tyrosine kinase that in turn 
activates phospholipase C(3 and produces small amounts of IP3. In a Ca2+-free medium (0.5 
mM EGTA), 200 ng/ml EGF caused a slow, weak Ca2+ increase with a peak amplitude of 
45 ± 9 nM (Fig. 5A). After a 2 min pre-treatment with 10 uM forskolin, EGF produced a 
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Figure 3. Forskolin increases CCh-induced Ca responses in intact AR4-2J cells 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM and bathed in a Ca2+-free extracellular medium. 
Cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil immersion objective) 
coupled to an Attofiuor imaging system. Representative recordings of intracellular Ca2+ 
levels before and after the addition of 1 uM CCh to cells pre-treated with vehicle (panel A), 
or with forskolin (panel B). Each trace shows the average response of 80-90 cells per 
microscope field. Panel C shows the average Ca2+ responses (means ± SD. *, p < 0.05) 
obtained from three independent experiments, for cells pretreated with vehicle (empty bar) 
or with forskolin (filled bar) and stimulated with 1 uM CCh. 
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2+ Figure 4. CCh-induced Ca" signalling in single AR4-2J cells loaded with fura-2/AM, in 
the absence of extracellular Ca2+ 
Figure 4A shows serial images depicting a typical Ca2+ transient (according to the 
pseudocolor scale) within a cell stimulated with 1 uM CCh. The trace below shows the fall 
time Ca2+ response of the same cell. Figure 4B shows serial images depicting typical Ca2+ 
oscillations within a cell stimulated with 1 uM CCh. The trace below shows the full time 
Ca~+ response of the same cell. Figure 4C shows the proportions of cells responding with 
Ca2h oscillations (Osc), Ca2+ transient (Trans) or not responding (NR) to increasing doses 
of CCh. Fig. 4D shows the proportions of cells responding with Ca2t oscillations (Osc), 
Ca2' transient (Trans) or not responding (NR) to 1 uM CCh after a 3 min pre-treatment 
with vehicle (empty bars) or with forskolin (filled bars). These results are representative of 


































Figure 5. Forskolin increases EGF-induced Ca response in intact AR4-2J cells 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM, bathed in a Ca2+-free extracellular medium, and 
imaged with the Attofluor system. Representative recordings of intracellular Ca2+ levels 
before and after the addition of 200 ng/ml EGF to cells pre-treated with vehicle (panel A), 
or with forskolin (panel B). Each trace shows the average response of 40-60 cells per 
microscope field. Panel C shows the average Ca2+ responses (means ± SD. *, p < 0.01) 
obtained from three independent experiments, for cells pretreated for 3 min with vehicle 
(empty bar) or with 10 uM forskolin (filled bar) and stimulated with 200 ng/ml EGF. These 
results are representative of 3 independent experiments. 
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demonstrate that the potentiating effect of forskolin is due to the regulation of a component 
common to the distinct Ca2+ signaling pathways used by CCh and EGF. These results are 
consistent with a potentiating effect of PKA on IP3-induced Ca24 release. 
VIP enhances CCh-induced Ca2+ responses in AR4-2J cells 
On AR4-2J cells, vasoactive-intestinal-peptide (VIP) activates a G-protein-coupled 
receptor that couples to Gs, elevates cAMP levels and activates PKA. After a 3 min 
pretreatment with 1 uM VIP, the Ca2+ transient produced by 1 \iM CCh (Fig. 6A, filled 
circle, average response of 40 cells) showed a peak amplitude of 106 ± 10 nM (Fig. 6B) a 
value significantly higher than that observed with untreated cells (Fig. 6A, empty circle, 
average response of 54 cells) 67 ± 13 nM (Fig. 6B). When these results were analyzed at 
the single cell level, VIP clearly enhanced CCh-induced Ca2+ responses. The proportion of 
cells that did not respond to CCh (1 jxM) went from 33 ± 7% for untreated cells to 9 ± 3% 
for VIP-pretreated cells, the proportion of cells that responded with oscillations went from 
49 ± 7% for untreated cells to 37 ± 2% for VIP-pretreated cells and the proportion of cells 
that showed a single transient went from 18 ± 4% for untreated cells to 55 ± 4% for VIP-
pretreated cells. These results demonstrate that the potentiating effect of PKA activation 
could also be obtained by the activation G-protein-coupled receptor that couples to Gs. 
These results are consistent with a potentiating effect of PKA on IP3-induced Ca2+ release. 
VIP enhances overall CCh-induced Ca2+ responses in AR4-2J cells. 
We also evaluated the functional impact of a treatment with VIP on the overall Ca2+ 
response of intact AR4-2J cells incubated in a medium containing a normal (1.8 mM) Ca2+ 
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Figure 6. VIP increases CCh-induced Ca24 response in intact AR4-2J cells 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM, bathed in a Ca2+-free extracellular medium, and 
imaged with the Attofluor system. Representative recordings of intracellular Ca ' levels 
before and after the addition of 1 uM CCh to cells pre-treated with vehicle (panel A, empty 
circle), or with 1 uM VIP (panel A, filled circle). Each trace shows the average response of 
70-80 cells per microscope field. Panel B shows the average Ca2+ responses (means ± SD. 
*, p < 0.05) obtained from three independent experiments, for cells pretreated for 3 min 
with vehicle (empty bar) or with 1 uM VIP (filled bar) and stimulated with 1 uM CCh. 
Panel C shows the proportions of cells responding with Ca2+ oscillations (Ose), Ca 4 
transient (Trans) or not responding (NR) to 1 uM CCh after a 3 min pre-treatment with 
vehicle (empty bars) or with 1 uM VIP (filled bars). The results presented in panel C are 
representative of at least 3 independent experiments. 
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2+ Figure 7. VIP potentiates the overall CCh-induced Ca response of AR4-2J cells 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM, bathed in a normal Ca medium (1.8 mM), and 
imaged with the Attofluor system. Representative recordings of intracellular Ca2+ levels 
before and after the addition of 1 uM CCh followed by 1 uM VIP. The typical trace shown 
in panel A illustrates the response of a single cell that, upon VIP addition, goes from a 
barely detectable Ca2+ elevation to a strong Ca2+ oscillatory pattern. The typical trace shown 
in panel B illustrates the response of another single cell that, upon VIP addition goes from a 
Ca + oscillatory pattern to a single Ca2+ transient of high amplitude. These results are 
representative of results obtained with more than 100 cells, in three independent 
experiments. 
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due to Ca2+ release from the intracellular stores, and also to Ca2+ entry from the 
extracellular medium. Figure 7A shows a typical trace where, in the presence of 
extracellular Ca2+, cells responded to 1 uM CCh by barely detectable baseline Ca2t 
oscillations of low amplitude. The addition of 1 uM VIP to these cells induced strong 
oscillations of high amplitude. Under the same conditions few cells responded to 1 uM 
CCh by producing oscillations of high amplitude (Fig. 7B). The addition of 1 uM VIP to 
these cells accelerated the oscillatory pattern to generate a large single Ca2+ transient. It is 
interesting to note that the rapidity of the response to VIP (less than 1 min) is reminiscent 
of the rapidity of IP3R-2 phosphorylation within intact AR4-2J cells (Fig. 1C). All 
together, these results demonstrated that the activation of a Gs-coupled receptor enhances 
CCh-induced Ca2+ response in AR4-2J cells. This effect could occur through a potentiating 
effect of PKA on IP3-induced Ca2+ release. 
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Discussion 
The regulatory domain of IPjR-2 contains a putative phosphorylation site for PKA 
(R/K)(R/K)X(S/T) at serine 1687, suggesting that it could be a substrate for this kinase. In 
the present study, we used a direct in vitro phosphorylation assay to demonstrate that PKA 
dose-dependently and time-dependently phosphorylates IP3R-2. These results support and 
extend those of a previous study reporting that IP3R-2 was a relatively poor substrate for 
PKA [Wojcikiewicz and Luo, 1998]. Using an indirect back-phosphosphorylation 
approach, we further showed that IP3R-2 is phosphorylated by endogenous PKA in AR4-2J 
cells. Several studies already demonstrated that IP3RS are substrates for PKA but these 
studies were done with tissues expressing almost exclusively the IP3R-I subtype or various 
proportions of the different subtypes of IP3RS [Ferris, et al., 1991; Giovannucci, et al., 
2000; Hajnoczky, et al., 1993; Soulsby and Wojcikiewicz, 2005; Wagner, et al., 2003]. Our 
results clearly demonstrated that IP3R-2 is a good substrate for PKA. 
There is still no clear consensus on the functional consequences of IP3R subtype 
specific phosphorylation by PKA. Several studies concluded that PKA decreases IP3-
induced Ca2+ release. In rat brain microsomes, a tissue containing almost exclusively IP3R-
1, PKA decreased IP3-induced Ca2+ release [Supattapone, et al., 1988]. In canine tracheal 
smooth muscle cells (undefined composition of IPsR-channel), cAMP elevating agents 
diminished CCh-induced intracellular Ca2+ mobilization [Yang, et al., 1996]. In mouse 
pancreatic acinar cells containing a mixture of IP3R-I, IP3R-2, and IP3R-3, PKA reduced 
the amplitude and frequency of CCh-induced intracellular Ca2+ oscillations [Giovannucci, 
et al., 2000] and markedly slowed the kinetics of cholecystokinin-evoked Ca2+ oscillations 
[Straub, et al., 2002]. 
On the contrary, several studies concluded that PKA increases IP3-induced Ca2+ 
release. In rat hepatocytes (undefined IP3R/channel composition), [3H]IP3-binding affinity 
and IP3-induced Ca2+ mobilization were enhanced by PKA [Hajnoczky, et al., 1993; Joseph 
and Ryan, 1993]. With purified IP3R-I reconstituted into lipid vesicles, both the rate and 
extent of 45Ca2+ influx into proteoliposomes increased by 20% after incubation with the 
catalytic subunit of PKA [Nakade, et al., 1994]. In DT-40 cells expressing exclusively the 
IP3R-I subtype, it was unambiguously shown that PKA markedly enhances IP3-induced 
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Ca2* release [Wagner, et al., 2003; Wagner, et al., 2004]. The sensitivity of recombinant 
IP3R-I reconstituted into planar lipid bilayers was increased by fourfold after 
phosphorylation with PKA [Tang, et al., 2003]. In permeabilized SH-SY5Y cells (which 
contain almost exclusively IP3R-I), PKA produced a biphasic effect (stimulatory at low 
concentrations and inhibitory at high concentrations) on IP3-induced Ca2+ release [Dyer, et 
al., 2003]. For many reasons, including cell type-specific expression of IP3R subtypes and 
of accessory proteins or factors that can influence the Ca2+-handling machinery, it has been 
difficult to functionally assess the effect of PKA phosphorylation of IP3R. Although the 
most recent studies show that PKA increases the Ca2+ release sensitivity of IP3R-I, little is 
known about the effect of PKA on IP3R-2 and IP3R-3. 
Here we showed that PKA enhances IP3-induced Ca2+ release in permeabilized 
AR4-2J cells. This is a straightforward assay that evaluates the direct effect of IP3 on its 
receptor/channel. Because PKA did not modify the content of the thapsigargin- and 
ionomycin-sensitive Ca2+ pool, the enhanced Ca2+ release must be due to the enhanced 
activity of IP3R. Dose-response curves for IP3-induced Ca2+ release revealed that PKA 
increases the apparent affinity of IP3R in AR4-2J cells. It must be noted that AR4-2J cells 
express a very low level of IP3R-I that is also a substrate for PKA (as shown in Fig. 1). 
Recent evidences suggest that the activity of IP3R-I is potentiated by PKA [Nakade, et al., 
1994; Wagner, et al., 2003; Wagner, et al., 2004; Tang, et al., 2003]. However AR4-2J cells 
express predominantly the IP3R-2, and we assume that the Ca2+ responses within these cells 
are mostly due to the activity of IP3R-2. Therefore our results suggest that PKA enhances 
the activity of IP3R-2. 
Using intact AR4-2J cells incubated in a Ca2+-free medium, we showed that a 
pretreatment with forskolin (an indirect activator of PKA) or with VIP (a cAMP elevating 
agonist) enhanced CCh- and EGF-induced Ca2+ elevations. It was previously shown that 
VIP and forskolin activate the adenylyl cyclase and PKA in AR4-2J cells [Simeone, et al, 
1995; Wojcikiewicz and Luo, 1998]. Experiments performed at the single cell level also 
showed that forskolin and VIP enhance CCh-induced Ca2+ responses in AR4-2J cells. 
Lastly, using intact AR4-2J cells bathing in a normal Ca2+-containing medium, we showed 
that VIP unequivocally boosted the Ca"+ response induced by CCh. Notwithstanding the 
fact that within intact cells, PKA may have numerous other substrates, these results are 
51 
consistent with an enhancing effect of PKA on IP3R-2 activity. The weight of evidences 
presented here suggests that PKA phosphorylates IP3R-2 and potentiates CCh-induced Ca2+ 
signaling in AR4-2J cells. These results further support the emerging concept of cross-talk 
between Ca2f signaling and cAMP pathways and thus provide another way by which 
Ca2+ signals are finely encoded within cells. 
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Avant-propos : 
J'ai participé activement à l'élaboration de cette étude en planifiant et fournissant 90% des 
résultats présentés dans cet article. J'ai écrit le premier jet du manuscrit. 
Résumé en français de l'article 2 
Des évidences suggèrent que l'interaction fonctionnelle entre les voies prolifératives 
et la voie calcique joue un rôle critique dans la régulation de la physiologie normale et le 
développement d'une variété de pathologies. Dans les cellules non excitables, le Ca2+ 
intracellulaire est mobilisé suite à l'activation de récepteurs sensibles à l'inositol 1,4,5-
trisphosphate exprimés au niveau du reticulum endoplasmique. Dans cette étude, nous 
montrons que mTOR, un point de convergence pour les signaux mitogéniques tels que les 
facteurs de croissance, les nutriments et le niveau énergétique cellulaire, phosphoryle 
ITP3R-2, l'isoforme d'IPsR prédominant dans les cellules AR4-2J. Un prétraitement avec la 
rapamycine, un inhibiteur de mTOR, diminue les relâches calciques induites par le 
carbachol dans les cellules AR4-2J. De surcroît, la rapamycine diminue les relâches 
calciques induites par lTP3dans les cellules AR4-2J perméabilisées. Nos résultats suggèrent 
aussi que l'IGF-1 amplifie les relâches calciques induites dans les cellules AR4-2J et que 
cet effet est prévenu par la rapamycine. La rapamycine diminue également les relâches 
calciques induites par le carbachol dans les cellules HEK 293A dont l'expression des ARN 
messagers de l'IPaR-l et de ITP3R-3 a été sélectivement réduite par la méthode des ARN 
interférents. Ces résultats suggèrent que mTOR amplifie l'activité de TIP3R-2 par un 
mécanisme de phosphorylation. Cette conclusion supporte le concept d'interaction 
fonctionnelle entre la voie de signalisation calcique et les voies prolifératives et, par le fait 
même, améliore notre compréhension des mécanismes dont dispose la cellule pour encoder 
le signal calcique. 
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Abstract 
There is substantial evidence that crosstalk between the proliferation and Ca2 -
signaling pathways plays a critical role in the regulation of normal physiological functions 
as well as in the pathogenesis of a variety of abnormal processes. In non-excitable cells, 
intracellular Ca"+ is mobilized through inositol 1,4,5-trisphosphate sensitive Ca2+ channels 
(IP3R) expressed on the endoplasmic reticulum. Here we report that mTOR, a point of 
convergence for signals from mitogenic growth factors, nutrients and cellular energy levels, 
phosphorylates the IP3R-2, the predominant isoform of 1P3R in AR4-2J cells. Pretreatment 
with the mTOR inhibitor rapamycin, decreased carbachol-induced Ca2* release in AR4-2J 
cells. Rapamycin also decreased IP3-induced Ca2+ release in permeabilized AR4-2J cells. 
We also showed that IGF-1 potentiates carbachol-induced Ca2+ release in AR4-2J cells, an 
effect that was prevented by rapamycin. Rapamycin also decreased carbachol-induced Ca2+ 
release in HEK 293A cells in which IP3R-I and IP3R-3 had been knocked down. These 
results suggest that mTOR potentiates the activity of IP3R-2 by a phosphorylation 
mechanism. This conclusion supports the concept of crosstalk between Ca2+ signaling and 
proliferation pathways and thus provides another way by which intracellular Ca2f signals 
are finely encoded. 
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Introduction 
Intracellular Ca2+ is a ubiquitously used second messenger involved in a whole 
range of cellular processes such as contraction, secretion, proliferation, and differentiation 
[1]. Many hormones, neurotransmitters, or growth factors activate specific receptors that 
lead to phospholipase C-mediated formation of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and 
mobilization of intracellular Ca2+ through IP3 receptors (IP3R.S) located on the endoplasmic 
reticulum [2]. Three structurally and functionally different isoforms of IP3R are expressed 
and differentially distributed among cell types [3-7]. Co-immunoprecipitation studies 
revealed that IP3R isoforms can assemble as homotetramers or as heterotetramers to 
constitute functional Ca2+ channels with distinctive properties based on their subunits 
composition [8,9]. Despite sharing considerable homology within their ligand-binding and 
channel domains, IP3R isoforms are least conserved in their regulatory domains [10]. Ca2+ 
release activity of IP3R is markedly influenced by many factors such as Ca2+ itself, proteins, 
adenine nucleotides, and phosphorylation [2,11,12]. The complex and sophisticated 
regulation of IP3R activity is thought to be a major determinant of the rich diversity of Ca2+ 
signals recorded in living cells. 
Multiple lines of evidence support the notion that crosstalk between the proliferation 
and Ca2+ signaling pathways plays a critical role in the regulation of normal physiological 
functions as well as in the pathogenesis of a variety of abnormal processes. In this respect, 
crosstalk between insulin and angiotensin II systems is increasingly recognized as 
important for the pathogenesis of cardiovascular and renal pathologies observed in obesity, 
metabolic syndrome, and type II diabetes [13,14]. Furthermore, the Ca2+ signaling pathway 
has been implicated in the control of some of the more important transitions of the cell 
cycle [15-17]. Despite the biological importance of the crosstalk between these two 
pathways, little is known about the mechanisms by which the proliferation pathway rapidly 
modulates the Ca24 responses elicited by Gq protein-coupled receptors (GqPCR) that are 
typical phospholipase C activators. 
The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a point of convergence for signals 
from mitogenic growth factors, nutrients, cellular energy levels, and stress conditions, to 
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stimulate protein synthesis and cell growth [18]. Interestingly, in a study designed to 
evaluate the interaction between the FK506-binding protein FKBP12 and the IP3R-I, 
rapamycin was shown to inhibit Ca2+ release from cerebellar microsomes [19]. More 
recently rapamycin was further shown to decrease the Ca2+ signal evoked by photolysis of 
caged-IP3 in voltage-clamped single colonic myocytes [20]. Based on these observations, it 
is likely that the IP3R activity is regulated by mTOR. However, the precise mechanism by 
which mTOR regulates IP3R remains unclear. Furthermore, there is no information 
available about the relative susceptibility of each IP3R isoform to the regulation by mTOR. 
Using pancreatic adenocarcinoma AR4-2J cells as a model system which expresses 
predominantly (86%) the IP3R-2 isoform [6], we report here that mTOR phosphorylates the 
IP3R-2. Rapamycin decreased IP3-induced Ca2+ release in permeabilized AR4-2J cells. 
Rapamycin also decreased carbachol-induced Ca2+ release and abolished the potentiating 
effect of IGF-1 on carbachol-induced Ca24 release in intact AR4-2J cells. Furthermore 
rapamycin decreased carbachol-induced Ca2+ release in HEK 293A cells in which IP3R-I 
and IP3R-3 had been knocked down, thus expressing exclusively the IP3R-2. These results 
suggest that mTOR potentiates the activity of IP3R-2 by a phosphorylation mechanism. 
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Materials and methods 
Materials 
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), 
penicillin-streptomycin-glutamine, Opti-MEM and HiPerfect transfection reagent were 
obtained from Gibco Life Technologies (Gaithersburg, MD). HEK 293A cells were from 
Qbiogene (Carlsbad, CA). AR4-2J cells were from (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA). DMEM without phosphate was from Wisent (St-Bruno, QC). Kodak 
BioMax MR films and BioMax Light films, [32P]P, (orthophosphate) and the Western 
Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus were obtained from Perkin Elmer (Boston, 
MA). Anti-IP3R-1 antibody was obtained from Affinity Bioreagent (Golden, CO). Anti-
IP3R-3 antibody was obtained from BD Biosciences Transduction Laboratories 
(Mississauga, ON). Anti-IP3R-2 antibody was obtained by immunizing New Zealand 
rabbits with the C-terminus of IP3R-2 coupled to keyhole limpet hemocyanin [20]. Protein 
AG-agarose was from Santa Cruz Technology (Santa Cruz, CA). Peroxidase-conjugated 
donkey anti-rabbit-IgG was purchased from GE Healthcare (Piscataway, NJ). siRNAs 
against human IP3R-I and IP3R-3 (ITRPs Stealth ™ select) were obtained from Invitrogen 
(Burlington, ON). ATP, bovine serum albumin (BSA), poly-L-lysine hydrobromide, 
creatine phosphokinase, phosphocreatine, IGF-1, saponin, thapsigargin, ionomycin and 
rabbit anti-mTOR antibody, were all obtained from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). 
Glycerophosphate, carbachol (CCh), fura-2 (free acid) and fura-2/AM were from 
Calbiochem (San Diego, CA). Proteases inhibitors cocktail (Complete™) was obtained 
from Roche Molecular Biochemicals (Laval, QC). Polyvinylidene fluoride (PVDF) 
membranes (0.2 um) were from Millipore Corporation (Billerica, MA). Rapamycin (mTOR 
inhibitor) was purchased from USBiological (Swampscott, MA). 
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Cell culture 
AR4-2J and HEK 293A cells were cultured at 37 °C in a humidified 5% C02 
atmosphere in DMEM medium containing L-glutamine (2 mM), fetal bovine serum [AR4-
2J : 15%, HEK 293A : 10% (v/v)], penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 ug/ml). All 
experiments were done with cells that had reached 30% confluence. 
Dynamic video imaging of cytosoiic Ca2+ 
AR4-2J and HEK 293A cells grown on glass coverslips coated with poly-L-lysine 
were washed twice with HBSS buffer (120 mM NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM MgS04, 10 
mM glucose, 1.8 mM CaCl2, 20 mM HEPES pH 7.4) and loaded with 0.15 uM fura-2/AM 
in HBSS buffer for 20 min at room temperature in the dark. After a de-esterification step 
(incubation in fresh HBSS for 20 min at room temperature) the coverslips were inserted 
into a circular open-bottom chamber and mounted on the stage of a Zeiss Axiovert 
microscope fitted with an Attofluor Digital Imaging and Photometry System (Attofluor Inc., 
Rockville, MD). This system allows simultaneous data acquisition from up to 99 user-
defined variably sized regions of interest (or cells) per field of view. It can also calculate, at 
any time point, the average response of all the cells selected in the field. Fluorescence from 
isolated fura-2 loaded cells was monitored by videomicroscopy using alternative excitatory 
wavelengths of 334 nm and 380 nm, with an emitted fluorescence of 510 nm. All 
experiments were done at room temperature and the data are expressed as the intracellular 
free Ca2+ concentration (nM) calculated from 334/380 fluorescence ratio [21]. 
IPj-induced Ca2+ release 
AR4-2J cells (50 x 106 cells) were permeabilized in 2 ml of cytosol-like buffer (20 
mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM NaCl, 110 mM KC1, 5 mM KH2P04, 2 mM MgCl2) 
supplemented with 100 ug/ml of saponin, 0.5 uM fura-2 acid, 20 units of creatine kinase, 
and 20 mM phosphocreatine. Fura-2 fluorescence was monitored at 37 °C with a Hitachi F-
2000 spectrofluorometer (Hitachi Scientific Instruments Inc, Hialeah, FL) with alternative 
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excitation wavelengths of 340 nm and 380 nm, with an emission wavelength of 510 nm. 
The amount of Ca'+ released by IP3 was calculated based on the fluorescent signal obtained 
with an exogenously added Ca2+ standard (10 nmol CaC^). The maximal fluorescence ratio 
(#max) and minimal fluorescence ratio (Rmm) were determined by adding 2 mM CaC^ then 
10 mM EGTA to the cell suspension. When needed, the free Ca2+ concentration was 
calculated according to Grynkiewicz et al [21]. 
Selective IP3R knock down 
HEK 293A cells (250 000 cells/well) were seeded without antibiotic in a 6-well 
tissue culture dish 24 h prior to transient transfection with 10 ul of HiPerfect transfection 
reagent and a total of 20 nM of an equal amount of each siRNA sequence listed in Table 1 
and mixed in 300 ul of Opti-MEM medium. SiRNA complexes were added dropwise to 
cells that were incubated under normal cell culture conditions for 48 h before use. 
Electrophoresis and immunoblotting 
HEK 293A cells (107 cells/ml) were solubilized for 1 h at 4°C in solubilization 
buffer (50 mM Tris/HCl at pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, and the 
proteases inhibitors cocktail Complete IX). Insoluble material was precipitated by 
centrifugation at 35,000*g for 30 min at 4°C. The supernatant was mixed with 2x 
Laemmli's buffer (60 mM Tris/HCl at pH 6.8, 10% glycerol, 2% sodium dodecyl sulfate, 
125 mM dithiothreitol, and 0.3% bromophenol blue) and heated for 5 min at 95°C. Samples 
were loaded onto a 5% polyacrylamide gel that was subjected to a constant current of 15 
mA for 2 h. Proteins were electrotransferred to a nitrocellulose membrane at a constant 
voltage of 150 V for 2 h at 4°C. Blotted membranes were incubated for 1 h at room 
temperature in PBS-T (PBS containing 0.1% Tween-20) supplemented with 5% nonfat 
dried milk. Blots were then incubated overnight at 4°C with anti-IP3R-l (1:1000) or anti-
IP3R-3 (1:5000). After extensive washing with PBS-T, the blots were incubated for 1 h at 
room temperature with a peroxidase-conjugated secondary antibody, and after extensive 
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washing with PBS-T, the immunostained bands were revealed with ECL Plus, according to 
the manufacturer's instruction and submitted to BioMax ML film. 
In cellulo phosphorylation of IPjR-2 
AR4-2J cells (20 x 106 cells) were starved for 8 h at 37 °C in DMEM without FBS. 
Cells were then washed twice with PBS and incubated for 4 h at 37 °C in phosphate-free 
DMEM containing 50 uCi/ml [32P]P,. Cells were pretreated for 5 min with 10 uM 
rapamycin before being stimulated for 5 min with IGF-1 (100 ng/ml). After two washes 
with phosphate-buffered saline (PBS, 137 mM NaCl, 3.5 mM KC1, 17.4 mM Na2HP04, 3.5 
mM NaH2P04, 0.9 mM CaCl2, 0.9 mM MgCl2), cells were solubilized in lysis buffer (1% 
Triton X-100, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4) supplemented with 50 mM NaF, 10 
mM Na4P2C<7, 10 mM ^-glycerophosphate and (lx) Protease Inhibitors Cocktail 
Complete™, for 45 min at 4°C. Insoluble material was precipitated by centrifugation at 13 
000 g for 15 min at 4 °C. The supernatant was incubated for 4 h at 4 °C with anti-IP3R-2 
antibody, and 50 ul of protein AG-agarose beads. Non-specifically bound proteins were 
removed by washing the beads four times with ice-cold lysis buffer. Bound material was 
resuspended in 50 ul of 1 x Laemmli buffer and boiled for 5 min. Samples were resolved by 
SDS-PAGE (6% resolving gel) at a constant voltage of 100 V for 120 min. The protein 
bands were electrotransferred to a 0.2 jam PVDF membrane for 90 min at 4°C at a constant 
voltage of 100 V in transfer buffer (96 mM glycine, 10 mM Tris-base, pH 8.5, 20% 
methanol, 0.01% SDS). The blots were blocked for 1 h at room temperature in PBS-T 
buffer (137 mM NaCl, 2.7 mM KC1, 8.5 mM Na2HP04, 3.5 mM NaH2P04, pH 7.5, 0.1% 
Tween-20) containing 5% (w/v) non fat skim milk and incubated overnight at 4 °C with 
anti-IP3R-2 antibody (dilution 1:2,000) in PBS-T supplemented with 5% non fat skim milk. 
After three washes with PBS-T, the blots were incubated with peroxidase-conjugated 
donkey anti-rabbit-IgG ( 1:20,000) for 1 h at room temperature in PBS-T supplemented with 
5% non-fat skim milk. After three washes with PBS-T, the immune complexes were 
visualized using Western Lightning™ Chemiluminescence Reagent Plus. The blots were 
finally rinsed overnight with PBS and radioactive bands were revealed by autoradiography 
using a BioMax MR film with an intensifying screen for 5 days at -80°C. The degree of 
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phosphorylation was quantified by densitometric analysis using Image-J* software 
(developed by the NIH, USA). 
Data analysis 
All experiments were performed at least three times. Results are presented as means 
± standard deviations. When needed, the data were analyzed using Student's t test. Results 
were considered statistically significant when/? < 0.05 (*). 
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Human siRNA sequence 
5'-gag aau uuc cuu gua gac auc ugc a-3' 
5'-ggc gca gau aga cau ugu cag auu a-3' 
5'-ggc cug aga guu acg ugg cag aaa u-3' 
5'-ccg aga uga caa gaa gaa caa guu u-3' 
5'-cga gug guc uau gac cue cug uuc u-3' 
5'-uca uca uca uug ugc uga ace uca u-3' 
68 
Results 
Rapamycin decreases CCh-induced Ca2+ responses in AR4-2J cells 
To verify whether mTOR can regulate intracellular Ca2f responses, we first 
measured CCh-induced Ca2+ releases in intact AR4-2J cells under conditions that directly 
inhibit mTOR. AR4-2J cells were incubated in a Ca2+-free extracellular medium (EGTA 
0.5 mM) and stimulated with a low dose of the Ca2+-mobilizing agonist carbachol (CCh, 1 
uM). Under control conditions (Fig. 1A and B), 1 uM CCh produced a transient Ca2+ 
increase with peak amplitude of 88 ± 8 nM. After a 5 min pretreatment with 10 uM 
rapamycin, 1 uM CCh produced a smaller Ca2+ transient with peak amplitude of 61 ±5 nM. 
Because these experiments were performed in the absence of extracellular Ca2+, it is likely 
that the Ca2+ responses produced by CCh were due to IP3-induced Ca2+ release from 
intracellular stores. These results suggest that mTOR enhances IPs-induced Ca2+ release. 
Rapamycin abolishes the potentiating effect of IGF-1 on CCh-induced Ca2+ release 
Since growth factors, like IGF-1, are known to activate the PI3K pathway, we 
verified whether IGF-1, through mTOR, could potentiate CCh-induced Ca2f responses in 
AR4-2J cells. Figures 2A and 2B show that after a 5 min pretreatment with 100 ng/ml IGF-
1, cells responded to 1 uM CCh with a large Ca2t transient (peak amplitude of 117 ± 15 
nM), significantly larger than the Ca2+ transient obtained under control conditions (peak 
amplitude of 84 ± 11 nM). Interestingly, when the 5 min pretreatment with 100 ng/ml IGF-
1 was done in the presence of 10 uM rapamycin, 1 uM CCh produced a much smaller Ca2+ 
transient with peak amplitude of 54 ± 12 nM. Again, these experiments were done in the 
absence of extracellular Ca2+; therefore it is likely that the Ca2+ responses produced by CCh 
were due to IP3-induced Ca2+ release from intracellular stores. These results suggest that 

























2+ Figure 1. Rapamycin decreases CCh-induced Ca release in AR4-2J cells 
Cells were loaded with fura-2/AM and bathed in a Ca2+-free extracellular medium (EGTA 
0.5 mM). The cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40 x oil immersion 
objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A display representative 
recordings of intracellular Ca levels before and after the addition of 1 uM CCh to AR4-2J 
cells pretreated with vehicle (black trace) or with 10 uM rapamycin (gray trace). Each trace 
shows the average response of 60-75 cells per microscope field. Panel B shows the average 
Ca2+ responses (means ± S.D., * p < 0.05) obtained from three independent experiments for 
AR4-2J pretreated with vehicle (empty boxes) or with rapamycin (gray boxes). 
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2+ Figure 2. Rapamycin abolishes the potentiating effect of IGF-1 on CCh-induced Ca 
release 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM and bathed in a Ca2+-free extracellular medium 
(EGTA 0.5 mM). Cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40 x oil 
immersion objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A shows 
representative recordings of intracellular Ca2+ levels before and after the addition of 1 uM 
CCh to cells pretreated with vehicle (black trace), with 100 ng/ml IGF-1 (dashed trace) or 
with 100 ng/ml IGF-1 and 10 uM rapamycin (gray trace). Each trace shows the average 
response of 60-75 cells per microscope field. Panel B shows the average Ca2+ responses 
(means ± S.D., * p < 0.05) obtained from cells pretreated with vehicle (empty boxes), with 
100 ng/ml IGF-1 (dashed boxes) or with 100 ng/ml IGF-1 and 10 uM rapamycin (gray 
boxes). These results are representative of three independent experiments. 
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Our dynamic video imaging system allows single cell responses to be recorded. As 
shown previously [22], when Ca2+ movements were investigated at the single cell level, 
three types of responses were observed. Either the cell did not respond at all, either the cell 
responded with Ca2+ oscillations (Fig. 3A), either the cell responded with a single Ca2+ 
transient of high amplitude (Fig. 3B). When incubated in a Ca2+-free extracellular medium 
(EGTA 0.5 mM) and stimulated with a low dose of CCh (1 uM), 19 ± 5% of cells did not 
show any change in their Ca2+ concentration, whereas 45 ± 4% of cells began rapid Ca2+ 
oscillations that lasted for about 3 min, and 37 ± 5% of cells responded with a single Ca24 
transient of high amplitude (Fig. 3C, white boxes). Graded Ca'+ responses were obtained 
with stimuli of increasing intensity (as illustrated in [22]). After a pretreatment of AR4-2J 
cells with 100 ng/ml IGF-1, only 11 ± 4% of cells did not respond to 1 uM CCh, whereas 
42 ± 8% of cells began rapid Ca2+ oscillations that lasted for about 3 min, and 47 ± 7% of 
cells responded with a single Ca2+ transient of high amplitude (Fig. 3C, dashed boxes). As 
previously observed with cells populations, these results suggest that IGF-1 potentiates 
CCh-induced Ca2+ responses. After pretreating the cells simultaneously with 100 ng/ml 
IGF-1 and 10 uM rapamycin, 38 ± 15% of cells did not respond to 1 (iM CCh, whereas 38 
± 7% of cells began rapid Ca2+ oscillations that lasted for about 3 min, and only 24 ± 7% of 
cells responded with a single Ca2+ transient of high amplitude (Fig. 3C, grey boxes). These 
results obtained at the single cell level, suggest that mTOR, a downstream effector of the 
IGF-1/PI3K pathway, enhances CCh-induced Ca2+ responses in AR4-2J cells. 
Rapamycin stops CCh-induced Ca2+ oscillations in AR4-2J cells 
We evaluated the functional impact of a treatment with rapamycin on the overall 
Ca2+ response of intact AR4-2J cells. Cells were incubated in a medium containing normal 
(2 mM) Ca2+ concentration. Under these conditions, agonist-induced intracellular Ca2+ 
movements are due to Ca2+ release from the intracellular stores and also to Ca2' entry from 
the extracellular medium. Figure 4A shows a typical trace where, in the presence of 
extracellular Ca2+, the AR4-2J cell responded to 1 uM CCh by sustained Ca2+ oscillations. 
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2+ Figure 3. mTOR regulates CCh-induced Ca signaling profiles 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM and then bathed in the absence of extracellular 
2 + 2+ Ca . Figure 3A shows typical Ca oscillations within a cell stimulated with 1 uM CCh. 
2* Figure 3B shows a typical Ca transient within a cell stimulated with 1 uM CCh. Figure 
3C shows the proportions of cells (means ± SD., * p < 0.05) responding with Ca2+ 
oscillations (Osc), Ca2+ transient (Trans) or not responding (NR) to 1 uM CCh after a 5 min 
pretreatment with vehicle (empty boxes), with 100 ng/ml IGF-1 (dashed boxes) or with 100 
ng/ml IGF-1 and 10 uM rapamycin (gray boxes). The results presented in panel C are 
representative of at least 3 independent experiments. 
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Figure 4. Rapamycin stops CCh-induced Ca2+ oscillations in AR4-2J cells 
Cells were loaded with fura-2/AM, bathed in a normal Ca2+ medium (2 mM), and imaged 
with the Attofluor system. The trace shown in panel A illustrates a typical Ca2+ oscillatory 
pattern within a single AR4-2J cell stimulated with 1 uM CCh. The addition of the vehicle 
did not modify the response. In panel B, the typical trace shows that 10 uM rapamycin 
stopped the Ca2+ oscillatory response induced by CCh. Similar results were obtained with at 
least 140 cells in three independent experiments. 
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at least 12 min. Under the same conditions, CCh-induced Ca2+ oscillations completely 
stopped within about 3 min after the addition of 10 uM rapamycin (Fig. 4B). These results 
further suggest that mTOR plays a positive regulatory role on CCh-induced Ca2+ responses. 
Rapamycin does not impair intracellular Ca2+ store, SOCE, and ROCE 
The intracellular Ca2i store is a major component of the Ca2+ mobilization pathway 
in non-excitable cells. We verified whether rapamycin modifies the content of the 
intracellular Ca2+ store in AR4-2J cells. Figures 5 shows that, in the absence of extracellular 
Ca2+, 1 uM thapsigargin (inhibitor of SERCA pump) released the same amount of Ca2f 
from control cells (101 ± 11 nM) and from cells pretreated with 10 uM rapamycin (97 ± 19 
nM). Figures 5 also shows that under these conditions (after emptying the intracellular Ca2+ 
store with thapsigargin), the addition of 2 mM Ca2+ to the external medium caused a 
capacitative Ca2' entry (SOCE) that was not significantly different between control cells 
(47 ± 9 nM) and cells pretreated with 10 u.M rapamycin (46 ± 5 nM). Ca2+ entry can also 
occur through a second mechanism (ROCE) that is not related to the content of the 
intracellular Ca2+ store but rather dependent on the activation of a GqPCR. Figures 5 
further shows that under these conditions (after SOCE had reached a steady state), the 
maximal activation of a GqPCR with 100 uM CCh caused a very strong ROCE that 
superimposed over the SOCE and that was not significantly different in control cells (135 ± 
45 nM) and in cells pretreated with 10 uM rapamycin (129 ± 44 nM). These results indicate 
that rapamycin does not influence the main mechanisms of Ca2+ entry (SOCE and ROCE) 
and does not modify the content of the intracellular Ca2+ store of AR4-2J cells. Therefore 
the results are consistent with a positive regulatory role of mTOR on IP3 receptor activity. 
mTOR enhances IP3-induced Ca2+ release 
To directly evaluate the effect of mTOR on IP3R activity, we used a direct IPs-
induced Ca2t release assay that measures the ambient Ca2+ concentration by fura-2 
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Figure 5. Rapamycin does not modify the intracellular Ca2+ store, nor the SOCE, nor the 
ROCE 
AR4-2J cells were loaded with fura-2/AM and bathed in a Ca2+-free extracellular medium 
(EGTA 0.5 mM). Cells were imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil immersion 
objective) coupled to an Attofluor imaging system. Panel A and B show recordings of 
intracellular Ca2+ levels before and after the successive addition of 1 uM thapsigargin, 2 
mM CaCb and 100 uM CCh to cells pretreated with vehicle (black trace), or with 10 uM 
rapamycin (gray trace). Each trace shows the average response of 50-80 cells per 
microscope field. Panel C shows the average Ca2+ responses (means ± S.D.) obtained from 
four independent experiments, for cells pretreated with vehicle (empty boxes) or with 
rapamycin (gray boxes). 
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when exogenous IP3 is added. Figure 6A shows a typical experiment where 0.2 uM IP3 
released Ca2+ from permeabilized AR4-2J cells. The amount of Ca2+released was calibrated 
by the exogenous addition of 10 nmol CaCh- Figure 6B shows that in permeabilized cells 
pretreated with rapamycin, 0.2 uM IP3 released 604 nM Ca"*, a concentration significantly 
smaller than that released from cells pretreated with vehicle (829 nM Ca2+). In paired 
experiments (similar to those shown in Figs. 6A and 6B), there was no significant 
difference in the amount of Ca2+ released from control and rapamycin-treated cells at a 
maximal dose of 10 uM IP3 (also seen in Fig. 6C). The dose-response curve for IP3-induced 
Ca release from rapamycin-treated cells showed a righrward shift (EC50 of 0.30 ± 0.04 
uM) compared to the dose-response curve for IP3-induced Ca2+ release from control cells 
(EC50 of 0.18 ± 0.02 uM, means ± S.D. of three experiments) (Fig. 6C). Treatment with 2 
uM ionomycin (Fig. 6D) revealed that the IP3-releasable Ca2+ pool of rapamycin-treated 
cells was similar to that of vehicle-treated cells. These results suggest that mTOR enhances 
IP3-induced Ca2+ release by increasing the apparent affinity of IP3R. 
Rapamycin decreases CCh-induced Ca2+ responses in HEK 293A cells 
To verify whether the effect of rapamycin on IP3R-2 activity was cell type specific 
we repeated the experiments with another cell type expressing predominantly the IP3R-2. 
According to QPCR analyses HEK 293A cells contain 11.9 ± 0.5% IP3R-I, 63.5 ± 1.2% 
IP3R-2 and 24.5 ± 0.6% IP3R-3 and (data not shown). Using selective siRNAs against IP3R-
1 and IP3R-3, the protein levels of IP3R-I and IP3R-3 were substantially decreased (Fig 
7A). Therefore these cells expressed almost exclusively the IP3R-2. Under control 
conditions, 5 uM CCh produced a transient Ca2+ increase with peak amplitude of 143 ± 28 
nM within these cells (Fig 7B-C). After a 5 min pretreatment with 10 uM rapamycin, 5 uM 
CCh produced a smaller Ca2+ transient with peak amplitude of 99 ± 16 nM (Fig 7B-C). 
Figure 7D shows typical traces where HEK 293A cells treated with siRNAs against IP3R-I 
and IP3R-3 responded to 5 uM CCh by sustained Ca2t oscillations. The addition of the 
vehicle to one of these cells did not modify the oscillatory pattern that lasted until 9 min. 
Under the same conditions, CCh-induced Ca2+ oscillations in the other cell completely 
stopped within about 2 min after the addition of 10 uM rapamycin (Fig. 7E). 
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Figure 6. Rapamycin decreases IP3-induced Ca2* release from permeabilized AR4-2J cells 
AR4-2J cells (50 x 106) were pretreated for 5 min with vehicle (panel A) or with 10 uM 
rapamycin (panel B) in a cytosol-like medium containing 0.5 uM fura-2 acid. The cells 
were then permeabilized with 100 ug/ml saponin and ATP was added to fully replenish the 
intracellular Ca2+ store. Ca2+ was then partially released with 0.2 uM IP3. The amount of 
Ca2+ released by IP3 was calibrated by the addition of 10 nmol exogenous CaCh (Ca2t). 
Panel C shows the dose-response curves (under the same experimental conditions) for IP3-
induced Ca2+ release from permeabilized untreated (open circle) or rapamycin-treated 
(black circles) AR4-2J cells. Panel D shows the total content of the Ca2+ pool released with 
2 uM ionomycin from permeabilized AR4-2J cells pretreated with vehicle (empty boxes) or 
with rapamycin (black boxes). These results are representative of at least 3 independent 
experiments. 
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Figure 7. Rapamycin decreases CCh-induced Ca2+ release in HEK 293A cells that express 
almost exclusively the IP3R-2 
Panel A: Western blots showing the expression of the IP3R-I and IP3R-3 isoforms 
(successively reprobing the same membrane) in cells transfected with siRNAs against IP3R-
1 (1-1, 1-2, 1-3), IP3R-3 (3-1, 3-2, 3-3) or transfected with a scrambled oligonucleotide 
(Sc). HEK 293A cells expressing almost exclusively the IP3R-2 were loaded with fura-
2/AM, and imaged using a Zeiss Axiovert microscope (40x oil immersion objective) 
coupled to an Attofluor imaging system. Panel B shows representative recordings of 
intracellular Ca2+ levels before and after the addition of 5 uM CCh to cells bathed in a 
Ca2+-free extracellular medium (EGTA 0.5 mM) and pretreated with vehicle (black trace) 
or with 10 uM rapamycin (gray trace). Each trace shows the average response of 60-75 
cells per microscope field. Panel C shows the average Ca2+ responses (means ± S.D., * p < 
0.05) obtained from three independent experiments performed as described in panel B. The 
trace shown in panel D illustrates a typical Ca2+ oscillatory response within a single HEK 
293A cell incubated in a normal Ca2+ medium (2 mM) and stimulated with 5 uM CCh. The 
addition of the vehicle did not modify the oscillatory pattern. In panel E, the typical trace 
shows that 10 uM rapamycin stopped the Ca2+ oscillatory response induced by CCh. 
Similar results were obtained with at least 150 cells in three independent experiments. 
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In cellulo phosphorylation of IP3R-2 by mTOR 
mTOR is an evolutionary conserved serine/threonine kinase that integrates multiple 
signals from growth factors, nutrients, and stresses to regulate cell proliferation. The 
PI3K/AKT pathway is the most characterized pathway involved in the regulation of mTOR 
activity [23-26]. IGF-1 is a known activator of the PI3K/AKT pathway and it was used to 
verify whether mTOR could phosphorylate the IP3R-2 in AR4-2J cells. Cells were first 
starved for 8 h in DMEM without FBS and metabolically labeled for 4 h with [32P]P,. Cells 
were then incubated for 5 min with or without 10 uM rapamycin and stimulated for 5 min 
with 100 ng/ml IGF-1. Fig. 8 shows that under basal conditions, IP3R-2 was slightly 
phosphorylated and that a stimulation of AR4-2J cells with IGF-1 increased its level of 
phosphorylation. Interestingly, rapamycin decreased IGF-1-induced phosphorylation of 
































Figure 8. In cellulo phosphorylation of IP3R-2 
AR4-2J cells were first starved for 8 h in DMEM without FBS and then labeled for 4 h with 
[ P]Pi. Cells were pretreated for 5 min with or without 10 uM rapamycin and stimulated 
for 5 min with 100 ng/ml IGF-1. After solubilization in lysis buffer, IP3R-2 was 
immunoprecipitated, resolved by SDS-PAGE, and transferred to PVDF. The IP3R-2 was 
immunodetected with a selective anti-IP3R-2 antibody (lower panel of Fig. 7A) and its level 
of phosphorylation was evaluated by autoradiography (upper panel of Fig 7A). In the 
absence of anti-IP3R-2 antibody the beads did not pull down any phosphorylated protein of 
the size of IP3R-2. Figure 7B shows the densitometric analysis of results shown at Fig. 7A 




To find a point of crosstalk between the proliferative and the Ca2+ signaling 
pathways, we evaluated how mTOR influences Ca2+ signaling. Under conditions where no 
external Ca2+ was available, rapamycin decreased CCh-induced Ca2+ release in AR4-2J 
cells and in IP3R-I and IP3R-3-knocked down HEK 293A cells that express almost 
exclusively the IP3R-2. Under the same conditions, rapamycin also abolished the 
potentiating effect of IGF-1 on CCh-induced Ca2+ release in AR4-2J cells. Moreover, in a 
normal Ca2+-containing medium rapamycin stopped CCh-induced intracellular Ca2+ 
oscillations in AR4-2J cells and in HEK 293A cells that express almost exclusively the 
IP3R-2. Since rapamycin did not modify the content of the intracellular Ca2+ store and did 
not interfere with the main mechanisms of Ca2+ entry, these results suggest that mTOR 
exerts a potentiating effect on IP3-induced Ca2+ release. With a straightforward assay that 
directly evaluates IP3R activity, we showed that rapamycin decreases IP3-induced Ca2+ 
release in permeabilized AR4-2J cells. Dose-response curves for IP3-induced Ca2f release 
revealed that rapamycin decreases the apparent affinity of IP3R-2 in AR4-2J cells. These 
results support and extend those of two previous studies reporting that rapamycin inhibited 
Ca2+ release from cerebellar microsomes [19] and that rapamycin decreased Ca2+ release 
due to photolysis of caged IP3 in voltage-clamped colonic myocytes [20]. Cerebellum and 
smooth muscle are tissues known to express predominantly the IP3R-I isoform [8,20], 
whereas AR4-2J cells and IP3R-I and IP3R-3-knocked down HEK 293A cells express 
predominantly the IP3R-2 isoform. Similar results were also obtained with RINm5F cells 
that express almost exclusively the IP3R-3 isoform (Frégeau, Régimbald-Dumas and 
Guillemette, manuscript in preparation). Therefore, mTOR appears to produce the same 
potentiating effect on all three IP3R isoforms. The potentiation of IP3RS activity by mTOR 
might be a general mechanism to provide the necessary Ca2* for proper cell proliferation 
and cell homeostasis. 
mTOR directly phosphorylates some of its substrates at a conserved non-catalytic 
residue within the motif Phe-X-X-Phe-Ser/Thr-Tyr (where X is any amino acid), which is 
conserved from yeast to mammals [27-32]. Rat IP3R-2 does not have such a motif. 
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However, mTOR can also target proline-directed sites [33-36]. Rat IP3R-2 has 12 Ser/Thr-
Pro sites in the regulation domain and 1 Thr-Pro site in the C-terminus. These sites are 
potential targets for phosphorylation by mTOR. Using a direct in cellulo phosphorylation 
assay, we showed that rapamycin decreased IGF-1-induced phosphorylation of IP3R-2 in 
AR4-2J cells. These results suggest that mTOR phosphorylates IP3R-2 and potentiates its 
Ca2t release activity. Since rapamycin produced a similar inhibitory effect in AR4-2J cells 
and in IP3R-I- and IP3R-3-knocked down HEK 293A cells, it is likely that the regulation of 
IP3R-2 activity by mTOR is not a cell type specific event. Interestingly, our results also 
suggest that mTOR is already active in AR4-2J and in HEK 293A cells in the absence of 
any additional stimulation by growth factors (as evidenced by the inhibitory effect of 
rapamycin shown in Figs. 1, 4, 6 and 7). The "elevated basal activity" of mTOR in these 
cells could be related to the fact that these cells have a high rate of proliferation. AR4-2J 
cells are derived from a carcinoma and HEK 293A cells are adenovirus transformed human 
cells. In such cells, a higher proliferation rate could be accompanied by a higher activity of 
the PI3Kinase/mTOR pathway [37-41]. 
Kisfalvi et al [42] recently reported that mTOR potentiates phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphate hydrolysis and IP3 production. These results further suggest that mTOR exerts 
a positive regulatory role on intracellular Ca2+ signaling. Interestingly, in a recent study, 
Khan and Joseph [43] suggested that basal autophagic flux is negatively regulated by IP3R-
dependent Ca2+ signals acting to maintain an elevated mTOR activity in wild-type chicken 
DT40 cells. The regulatory effect of Ca2+ on mTOR activity was defective in a DT40 cell 
line lacking all three IP3R isoforms. These studies reveal reciprocal influences between 
IP3R-dependent Ca2+ signals and mTOR activity. mTOR, as a point of convergence for 
pathways involved in cell proliferation, appears to sustain Ca2+ release when the nutritional 
status of the cell is adequate. Conversely, under starvation conditions, it is conceivable that 
IP3-mediated Ca2+ release should be reduced to conserve cellular energy. 
In conclusion, the phosphorylation of IP3Rs by mTOR appears to be a general 
mechanism to potentiate Ca2+ release in growing cells. mTOR activity is, by itself, very 
complex and relies on multiple signals from mitogenic growth factors, nutrients, cellular 
energy level, and stress conditions. As a consequence, IP3RS activity may be modulated by 
all these different signals. Our study lends further support to the emerging concept of 
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crosstalk between Ca2+ signaling and proliferation pathways and thus provides another way 
by which Ca2+ signals are finely encoded within cells. 
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DISCUSSION 
Il est singulier qu'un ion tel que le Ca"+ parvienne à contrôler une aussi grande 
variété de réponses cellulaires (BERRIDGE, 1997). La complexité des propriétés spatio-
temporelles des signaux calciques intracellulaires et la grande variété d'affinité des 
protéines pour le Ca2+ nous permettent d'expliquer cette multiplicité d'effet. L'amplitude, 
la fréquence, la durée et la propagation dans l'espace de ces signaux sont modulées par 
l'expression propre à chaque cellule d'un ensemble donné de protéines. Depuis une 
quinzaine d'années les IP3R apparaissent comme des acteurs incontournables capables 
d'initier et de propager ces signaux calciques aux propriétés spatio-temporelles complexes. 
Plusieurs caractéristiques intrinsèques des IP3R expliquent cette capacité: (i) l'existence de 
trois gènes {itprl, itprl et itpr3) encodant ITP3R-I, lTP3R-2 et IIP3R-3 respectivement 
(FURUICHI, et al., 1989; SUDHOF, et al., 1991; ROSS, et al., 1992; BLONDEL, et al, 
1993; MARANTO, 1994); (ii) l'occurrence de phénomènes d'épissage alternatif 
(DANOFF, et al, 1991; NAKAGAWA, et al, 1991; FERRIS et SNYDER., 1992; 
NUCIFORA, et al, 1995); (iii) la formation d'homotétramères et d'hétérotétramères qui 
enrichissent les combinaisons possibles de trétramères (MAEDA, et al, 1990; MAEDA, et 
al, 1991; JOSEPH, et al, 1997; JOSEPH, et al, 2000) et surtout (iv) la susceptibilité des 
IP3R à être régulés par un large éventail de petites molécules, de protéines d'interaction et 
de kinases (PATTERSON, et al, 2004b; FOSKETT, et al, 2007; VANDERHEYDEN, et 
al, 2009). Les deux études présentées dans cette thèse explorent l'effet de deux kinases, la 
PKA et mTOR, sur l'activité de ITP3R-2. Elles mettent en relief le rôle indispensable des 
interactions fonctionnelles entre la voie de production de l'AMPc, les voies prolifératives et 
la voie de mobilisation du Ca2+ intracellulaire dans la genèse du signal calcique. 
La première étude démontre que la protéine kinase dépendante de l'AMPc 
augmente l'activité calcique de TIP3R-2 dans les cellules AR4-2J (voir figure 6). Nous 
avons d'abord montré que ITP3R-2 immunoprécipité est un bon substrat de la sous-unité 
catalytique de la PKA. Ces résultats supportent et approfondissent les données d'une étude 
précédente décrivant l'IP3R-2 comme un substrat de la PKA (WOJCIKIEWICZ et LUO., 
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Figure 7. Régulation de l'IP3R-2 par la PKA 
Dans ce schéma simplifié, le VIP (peptide vasoactif intestinal) active un récepteur couplé à 
une petite protéine Gas ce qui entraîne 1'activation subséquente de l'adénylyl cyclase. La 
production d'AMPc résultante provoque l'activation de la PKA qui phosphoryle ses 
substrats. Nos résultats suggèrent que la phosphorylation de TIP3R-2 par la PKA entraîne 
une augmentation de l'affinité apparente de TIP3R-2 ce qui se traduit par une relâche 
calcique accrue 
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1998). De surcroît, en utilisant une approche de "back-phosphorylation", nous avons 
confirmé que la PKA endogène phosphorylé TIP3R-2 dans les cellules AR4-2J intactes. 
Notre approche de stimulation directe des IP3R dans des cellules AR4-2J perméabilisées et 
prétraitées avec la sous-unité catalytique de la PKA suggère que cette dernière augmente 
l'affinité apparente de TIP3R-2. De plus, les résultats obtenus à partir de cellules intactes 
renforcent l'hypothèse selon laquelle l'augmentation de l'affinité apparente de riP3R-2 
suite à sa phosphorylation par la PKA se traduit par des relâches calciques accrues. En 
effet, la co-stimulation de la voie de production de l'AMPc, que ce soit avec la forskoline 
ou encore avec le VIP, et de la voie de signalisation calcique par le CCh ou l'EGF accroît 
l'amplitude des relâches calciques et modifie la proportion des différents profils de relâche 
calciques observables lorsque les cellules AR4-2J sont stimulées avec le CCh. En 
conséquence, nous observons une proportion accrue de relâches calciques de types 
transient, un phénomène normalement observable lorsque les cellules AR4-2J sont 
stimulées avec des concentrations élevées de CCh. 
Plusieurs études ont démontré que les IP3R sont des substrats de la PKA. 
Cependant, celles-ci ont été réalisées dans des tissus exprimant presque exclusivement 
IIP3R-I (VOLPE et ALDERSON-LANG., 1990; FERRIS, et al, 1991; FERRIS, et al, 
1991; NAKADE, et al, 1994; DYER, et al, 2003; WAGNER, et al, 2003; SOULSBY, et 
al., 2004; TU, et al, 2004; WAGNER, et al, 2004), l'IP3R-3 (DYER, et al, 2003; 
SOULSBY et WOJCIKIEWICZ., 2005; CHALOUX, et al, 2007), ou une proportion 
variable de différents sous-types d'IP3R (HAJNOCZKY, et al, 1993; GIOVANNUCCI, et 
al, 2000b; BRUCE, et al, 2002). À l'exception de quelques études suggérant que la voie 
de production de l'AMPc régule négativement la mobilisation calcique (SUPATTAPONE, 
et al, 1988a; YANG, et al, 1996; GIOVANNUCCI, et al, 2000a; STRAUB, et al, 2002), 
la grande majorité des études, incluant la nôtre, suggèrent que la phosphorylation induite 
par la PKA régule positivement les IP3R. Les résidus phosphorylés par la PKA varient 
d'une isoforme étudiée à une autre. Ainsi, l'IP3R-l serait phosphorylé sur les résidus 
Serl588 et Serl755 (SOULSBY, et al, 2004; WAGNER, et al, 2004) et l'IP3R-3 serait 
phosphorylé sur les résidus Ser916, Ser934 et Serl832 ( SOULSBY et WOJCIKIEWICZ., 
2005). Récemment, Betzenhauser et al, (2009) ont identifié la serine 937 de TIP3R-2 
comme étant un substrat de la PKA. Le résidu Ser937 n'est pas situé, à proprement parler, 
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dans un site consensus complet de phosphorylation de la PKA [(R/K)(R/K)X(S/T)], mais 
forme plutôt un motif peu restrictif correspondant à un résidu (S/T) précédé d'un résidu 
basique (K/R) en position -2 ou -3 (SHABB, 2001). Les auteurs soulignent également leur 
incapacité à déceler une phosphorylation du résidu Serl687 pourtant localisé dans un site 
consensus complet de phosphorylation pour la PKA. Toutefois, il est possible que le résidu 
Serl637 soit accessible à la phosphorylation par la PKA dans un contexte cellulaire précis 
suite à l'adoption par ITP3R-2 d'une conformation qui expose ce résidu. D'ailleurs, 
certaines études laissent présager que le phénomène de régulation des IP3R par la PKA est 
plus complexe que prévu. Dans cet ordre d'idée, le groupe de Yule (WAGNER, et ai, 
2003; WAGNER, et al., 2006) a montré qu'un variant issu de l'épissage alternatif de 
l'IP3R-l appelé SU" et exprimé majoritaire dans les tissus périphériques possède un motif 
riche en glycine sur lequel peut se lier une molécule d'ATP, ce qui régule la susceptibilité 
de ITP3R-I SU" à être phosphorylé par la PKA. Ainsi, ces informations mettent en relief la 
complexité des mécanismes de phosphorylation des IP3R par la PKA. 
Il est intéressant de se questionner sur la signification physiologique de la 
phosphorylation de ITP3R-2 par la PKA. Il existe plusieurs exemples physiologiques 
d'actions concertées des voies de signalisation dépendantes du Ca2+ et de l'AMPc. C'est 
notamment le cas au niveau des cellules musculaires lisses de la trachée de chien où les 
agents qui élèvent l'AMPc inhibent la production d'inositols phosphates et la mobilisation 
calcique induite par le CCh (YANG, et al., 1996). Aussi, les changements de morphologie 
cellulaire induits par la corticolibérine (CRH) dans les immunocytes de l'invertébré Mytilus 
galloprovincialis (une espèce de moules) nécessitent un effet synergique entre l'AMPc et 
l'IP3 (MALAGOLI, et al., 2000). Joseph et Ryan (1993), de leur côté, ont montré que la 
stimulation des hépatocytes de rat avec le glucagon entraîne une phosphorylation rapide et 
transitoire des IP3R. On retrouve aussi plusieurs études réalisées à partir de préparations de 
glandes parotides de rat. Les travaux de Larsson et al (LARSSON et OLGART., 1989) 
montrent que le polypeptide intestinal vasoactif (VIP) et le peptide relié au gène de la 
calcitonine (CGRP) (des agents qui augmentent l'AMPc) augmentent la sécrétion de salive 
induite par des agonistes du récepteur muscarinique et de la substance P (des agents qui 
augmentent l'IPs). Toujours au niveau de la glande parotide, l'isoprotérénol, un agoniste 
sélectif des récepteurs |3-adrénergiques qui augmentent l'AMPc, amplifie la sécrétion 
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d'amylase induite par le CCh (YOSHIMURA, et al, 2002). Selon Bruce et al (BRUCE, et 
ai, 2002), cette relation synergique des agents qui produisent l'AMPc et la sécrétion 
induite par 1'acetylcholine au niveau de la glande parotide s'expliquerait par la 
phosphorylation des IP3R par la PKA. Dans notre cas, les cellules AR4-2J sont dérivées du 
pancréas exocrine de rat. Il est déjà connu qu'une variété de sécrétagogues incluant des 
neurotransmetteurs tel que 1'acetylcholine et des neuropeptides comme le gastrin releasing 
peptide (GRP) ou le VIP amplifient la sécrétion des enzymes contenues dans les granules 
de sécrétion des cellules acineuses du pancréas. De ce fait, il est plausible qu'en contexte 
physiologique l'augmentation de l'activité de l'IP3R-2 observée dans notre système se 
traduise par une augmentation de la sécrétion d'enzymes pancréatiques. 
La seconde étude présentée dans cette thèse suggère que la kinase mTOR augmente 
l'activité de ITP3R-2 (voir figure 7). Nos résultats démontrent qu'en absence de Ca2+ 
extracellulaire, la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, diminue les relâches calciques 
induites par le CCh dans les cellules AR4-2J et dans les cellules HEK 293A exprimant 
presque exclusivement lTP3R-2. Dans les mêmes conditions, la rapamycine abolit l'effet 
amplificateur de 1TGF-1 sur les relâches calciques induites par le CCh. En présence de Ca2+ 
extracellulaire, la rapamycine cause l'arrêt des oscillations calciques induites par le CCh 
dans les cellules AR4-2J et dans les HEK 293A exprimant presque exclusivement ITP3R-2. 
Puisque la rapamycine ne modifie pas le contenu calcique du RE et n'affecte pas les 
principaux mécanismes d'entrée du Ca2+ extracellulaire, nos résultats suggèrent que mTOR 
exerce un effet amplificateur sur les relâches calciques induites par ITP3. De surcroît, les 
essais réalisés sur des cellules AR4-2J perméabilisées démontrent que mTOR amplifie 
l'affinité apparente de ITP3R-2. La série d'expériences réalisées sur les cellules HEK 293A 
exprimant presque exclusivement ITP3R-2 nous a permis de confirmer que le phénomène 
de régulation de lTP3R-2 par mTOR n'est pas unique aux cellules AR4-2J et serait 
observable dans différents types cellulaires exprimant majoritairement ITP3R-2. Dans 
l'ensemble, nos résultats supportent et approfondissent deux études antérieures. La 
première ayant montré que la rapamycine inhibe les relâches calciques de microsomes issus 
de cervelets de rats (DARGAN, et ai, 2002) et la seconde montrant que la rapamycine 
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Acetylcholine IGF-1 
Figure 8. Mécanisme de régulation de riP3R-2 par mTOR 
Dans ce schéma simplifié, la liaison d'un facteur de croissance tel que l'IGF-l provoque 
l'activation d'un récepteur tyrosine kinase et entrainera l'activation subséquente des 
P^Kinases, puis d'AKT et finalement de mTOR situé en aval. Nos résultats indiquent que 
mTOR entraîne la phosphorylation de ITP3R-2 ce qui augmente l'affinité apparente de 
ITP3R-2 et amplifie les relâches calciques dans les cellules. 
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diminue les relâches calciques induites par photolyse d'IP3 cage dans des myocytes isolés 
de côlons de cobayes (MACMILLAN, et al, 2005). Dans les deux cas, il s'agit de tissus 
exprimant majoritairement l'IP3R-l (SUPATTAPONE, et al., 1988b; MACMILLAN, et 
al., 2005). Finalement, une étude effectuée dans notre laboratoire et réalisée avec la lignée 
cellulaire RINm5F, dérivée d'un insulinome de rat exprimant majoritairement ITP3R-3, 
suggère aussi que mTOR phosphoryle et amplifie l'activité de ITP3R-3 (FREGEAU, et al., 
2011). Il semble donc que mTOR produit un effet similaire sur les trois isoformes d'IP3Rs. 
Par conséquent, l'augmentation de l'activité calcique des IP3R par mTOR semble être un 
mécanisme général qui confère à la cellule le Ca2+ nécessaire à l'homéostasie cellulaire lors 
du phénomène de prolifération cellulaire. 
Le domaine de régulation de ITP3R-2 contient plusieurs sites potentiels de 
phosphorylation par mTOR de type (S/T)P ce qui suggère que ITP3R-2 pourrait être un de 
ses substrats (BRUNN, et al., 1997; SAITOH, et al, 2002; FACCHINETTI, et ai, 2008; 
IKENOUE, et al., 2008). En ce sens, nos essais de phosphorylation in cellulo ont montré 
que la rapamycine prévient la phosphorylation de ITP3R-2 induite par 1TGF-1 dans les 
cellules AR4-2J. À notre connaissance, nous sommes les premiers à démontrer que mTOR 
régule ITP3R-2. mTOR accroît vraisemblablement l'affinité apparente de ITP3R-2 ce qui se 
traduit par une augmentation de la probabilité d'ouverture des canaux formés par lTP3R-2 
et inversement en présende de rapamycine dans les cellules AR4-2J et dans les HEK 293A 
exprimant presque exclusivement ITP3R-2. Fait intéressant, la diminution de l'amplitude 
des relâches calciques par la rapamycine en absence d'une pré-stimulation avec 1TGF-1 
suggère que mTOR est déjà active dans les cellules AR4-2J et dans les cellules HEK 293A. 
L'activité basale relativement élevée de mTOR dans ces cellules pourrait expliquer leur 
taux élevé de prolifération. Rappelons que les cellules AR4-2J et les cellules HEK 293A 
sont respectivement issues d'un carcinome pancréatique de rat et de cellules humaines 
transformées par un adenovirus. Dans de telles cellules, une prolifération cellulaire accrue 
pourrait s'accompagner d'un niveau supérieur d'activité de la voie PI3Kinase/mTOR 
(SAMUELS, et al, 2004; THOMAS, et al, 2007; WOOD, et al, 2007; Cancer Genome 
Atlas Research Network, 2008; PARSONS, et al, 2008). 
Kisfalvi et al, (2007) ont récemment démontré que mTOR augmente l'hydrolyse du 
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phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate et la production d'IP3. Ces résultats suggèrent que 
mTOR exerce une régulation positive sur la signalisation calcique intracellulaire. Dans une 
étude récente, Khan et Joseph (KHAN et JOSEPH., 2010) suggèrent que le taux basai 
d'autophagie est régulé négativement par les signaux calciques générés par les IP3R 
agissant pour maintenir une activité élevée de mTOR dans la lignée cellulaire DT40 de type 
sauvage. La régulation de l'activité de mTOR est défaillante dans une lignée cellulaire 
DT40 dont les trois isoformes d'IPaR sont abolis. Ces études révèlent donc les influences 
réciproques entre les signaux calciques générés par les IP3R et l'activité de mTOR. En tant 
que point de convergence des voies de signalisation proliferatives, mTOR semble soutenir 
les relâches calciques lorsque le statut nutritionnel de la cellule est adéquat. Inversement, 
dans des conditions déjeune, il est concevable que les relâches calciques induites par l'IP3 
soient réduites afin de minimiser les pertes énergétiques. La régulation de l'activité des 
IP3R par mTOR semble être un mécanisme général par lequel les relâches calciques sont 
amplifiées lors du phénomène de croissance cellulaire. L'activité de mTOR, en soit, est très 
complexe et est influencée par toute une variété de signaux tels que les facteurs de 
croissance, les nutriments, le niveau d'énergie cellulaire et la présence de conditions de 
stress. En conséquence, l'ensemble de ces variations du niveau d'activation de mTOR 
pourrait vraisemblablement se refléter sur l'activité des IP3R. En somme, ces résultats 
supportent le concept émergent d'interactions fonctionnelles entre les voies de signalisation 
calciques et proliferatives et améliore notre compréhension des mécanismes dont dispose la 
cellule pour encoder le signal calcique. 
CONCLUSION 
Nos résultats montrent que TIP3R-2 est régulé par la protéine kinase dépendante de 
l'AMPc et aussi par la kinase mTOR. La PKA phosphoryle ITP3R-2 ce qui accroît son 
affinité apparente et amplifie les relâches calciques dans les cellules AR4-2J. Ainsi, 
l'activité de TIP3R-2 s'adapte à une co-stimulation des voies de mobilisation du Ca2+ 
intracellulaire et de production de l'AMPc. Ces résultats enrichissent notre compréhension 
des mécanismes possibles par lesquels une telle co-stimulation permet d'adapter le 
fonctionnement d'un tissu cible aux besoins d'un organisme. Dans la seconde partie de 
cette thèse nous montrons que mTOR accroît le niveau de phosphorylation de TIP3R-2 ce 
qui augmente son affinité apparente et amplifie également les relâches calciques. Ces 
résultats fournissent un modèle élégant par lequel l'activité de ITP3R-2 peut-être modulée, 
cette fois-ci, en fonction du niveau d'activité de mTOR. De ce fait, la cellule aurait la 
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capacité d'adapter la mobilisation du Ca intracellulaire en fonction du niveau de 
croissance et du statut nutritionnel et énergétique cellulaire. Dans l'ensemble, ces deux 
études indiquent que la susceptibilité de IIP3R-2 à différentes kinases leur permet de jouer 
un rôle primordial dans l'intégration des interactions fonctionnelles entre une variété de 
voies de signalisation et la voie de mobilisation du Ca2+ intracellulaire. En conséquence, 
TIP3R-2 et les autres IP3R seraient des acteurs incontournables qui permettent à la cellule 
de réguler toute une variété de processus cellulaires par le biais d'un ion simple, le Ca2+. 
PERSPECTIVES 
Les études contenues dans cette thèse ouvrent la voie à plusieurs perspectives 
intéressantes. L'analyse de la séquence de ITP3R-2 révèle que sur les -300 résidus S/T de 
ITP3R-2, il y aurait un site consensus de phosphorylation complet pour la PKA 
(R/K)(R/K)X(S/T) au niveau de la Serl687 (KKDS1687) et près de 30 motifs peu restrictifs 
correspondant à des résidus (S/T) précédés d'un résidu basique (K/R) en position -2 ou -3. 
D'après Betzenhauser et al, (2009), le résidu Ser937 situé dans une séquence peu restrictive 
serait responsable de l'effet amplificateur de la PKA dans une lignée DT40 exprimant de 
manière stable ITP3R-2. Il est toutefois possible que la PKA privilégie d'autres sites de 
phosphorylation dans des contextes cellulaires différents. Ainsi, il pourrait s'avérer 
intéressant de combiner les approches de phosphoprotéomie et de mutagenèse dirigée 
(abolition du site ou phospho-mimétisme) afin d'identifier les résidus de ITP3R-2 
phosphorylés par la PKA suite à une stimulation de la voie de production de l'AMPc dans 
différents types ou états cellulaires. Cette démarche nous permettrait de raffiner notre 
compréhension et d'identifier des variantes du phénomène de régulation de ITP3R-2 par la 
PKA. Enfin, la spectrométrie de masse combinée à la méthode TAP, une méthode de 
purification par immunoprécipitation de complexes protéiques basée sur l'utilisation de 
protéines chimériques portant une étiquette composée de deux domaines d'affinité pourrait 
aussi être employée afin d'identifier des partenaires protéiques impliqués dans la régulation 
de ITP3R-2 par la PKA. Nous savons que ITP3R-I forme un complexe de signalisation 
macromoléculaire avec les phosphatases PP1 et PP2A ainsi que la protéine d'ancrage 
AKAP9 (DESOUZA, et al., 2002; TU, et al., 2004). Selon DeSouza et al., (2002) les trois 
isoformes d'IP3R contiendraient des motifs leucine/isoleucine zippers (LIZ) hautement 
conservés permettant de recruter les protéines d'ancrage AKAP nécessaires à la liaison de 
la PKA et des phosphatases PP1 et PP2A. L'identification de partenaires protéiques nous 
renseignerait sur le contexte spécifique à certains types cellulaires (pancréas exocrine, 
astrocytes et cardiomyocytes) au sein duquel survient le phénomène de régulation de 
ITP3R-2 par la PKA. Ces connaissances ouvrent la voie à des réflexions intéressantes sur le 
rôle de la phosphorylation de ITP3R-2 par la PKA sur la physiologie cellulaire et tissulaire. 
À titre d'exemple, le groupe de Russell (HOLTZCLAW, et al, 2002) soutient que 
l'arrangement anatomique des branches terminales astrocytaires entourant les synapses, 
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contient exclusivement ITP3R-2 et fournit un support idéal pour une régulation de l'activité 
neuronale. Les branches terminales astrocytaires pourraient ainsi jouer le rôle de détecteurs 
de l'activité synaptique et supporter des microdomaines de signalisation calcique capables 
de propager des vagues calciques sur de longues distances. Ainsi, il pourrait être intéressant 
d'étudier l'impact de la phosphorylation de riP3R-2 par la PKA sur la propagation des 
vagues calciques dans les astrocytes ou encore sur la régulation de l'activité neuronale par 
les astrocytes. Dans un même ordre d'idée, le cardiomyocyte est également un type 
cellulaire qui exprime majoritairement TIP3R-2 (BARE, et ai, 2005). Nous savons que 
l'endothéline-1 produit des signaux calciques arythmogènes dans les myocytes de 
l'oreillette et que ces signaux arythmogènes sont absents chez la souris dont l'IP3R-2 a été 
aboli (LI, et ai, 2005). De leur côté, les agents P-adrénergiques sont connus pour moduler 
l'activité de toute une variété de protéines impliquées dans la mobilisation du Ca2+ du 
muscle cardiaque (BERS, 2002). Serait-il possible que l'activité accrue de ITP3R-2 
observée lorsque celui-ci est phosphorylé par la PKA puisse exacerber le potentiel 
arythmogène de l'endothéline dans les cardiomyocytes? De toute évidence, nous devons 
explorer davantage les conséquences physiologiques de la phosphorylation de FIP3R-2 par 
la PKA. 
L'idée selon laquelle mTOR régulerait les IP3R est relativement nouvelle et devrait 
aussi être approfondie. Ce phénomène de régulation offre de nombreuses avenues de 
recherche. Plusieurs substrats de mTOR contiennent une séquence consensus de 
phosphorylation de type FXXF(S/T)Y (HARA, et ai, 2002; K1M, et al., 2002; 
SARBASSOV, et al., 2004; GUERTIN, et al, 2006). LTP3R-2 ne contient pas cette 
séquence consensus. Cependant, d'autres substrats de mTOR sont phosphorylés à des sites 
(S/T)P (BRUNN, et ai, 1997; SAITOH, et ai, 2002; FACCHINETTI, et ai, 2008; 
IKENOUE, et al, 2008). LTP3R-2 contient 12 sites (S/T)P situés dans son domaine de 
régulation et 1 site (S/T)P situé dans sa portion C-terminale. Il serait donc intéressant 
d'identifier par mutagenèse dirigée les résidus de TIP3R-2 potentiellement phosphorylés par 
mTOR. Nos résultats n'excluent pas la possibilité que la régulation de TIP3R-2 par mTOR 
soit indirecte. En ce sens, mTOR pourrait activer une kinase en aval qui à son tour 
phosphorylerait TIP3R-2. Une approche de "back-phosphorylation" nous permettrait de 
confirmer que TIP3R-2 est bel et bien un substrat de mTOR. mTOR existe sous deux 
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complexes fonctionnellement distincts nommés mTORCl et mTORC2 
(WULLSCHLEGER, et al., 2005; ZHANG, et al, 2006). mTORCl est le complexe 
sensible à la rapamycine et contient les composantes mTOR, mLST8/G|3L « G protein |3-
subunit-like protein » et Raptor. Il est plausible que mLST8/G(3L et Raptor participent à ce 
phénomène de régulation de ITP3R-2 par mTOR en facilitant l'interaction entre l'enzyme et 
son substrat. Une approche de coimmunoprécipitation pourrait nous permettre de vérifier si 
tel est le cas. De plus, nous pourrions également employer la spectrométrie de masse 
combiner à la méthode TAP afin de déterminer si d'autres protéines sont nécessaires à 
l'assemblage de ce complexe. 11 est aussi possible que la composition de ce macrocomplexe 
hypothétique de régulation de l'activité de TIP3R-2 par mTOR varie en fonction du type de 
stimulus Le. : facteurs de croissances, niveau énergétique cellulaire, disponibilité de 
certains acides aminés et stress cellulaire. Du même coup, il serait approprié d'explorer les 
effets de chacun de ces stimuli, connus pour réguler mTOR, sur l'activité calcique. Outre 
les mécanismes moléculaires impliqués et les conséquences de cette régulation sur l'activité 
calcique cellulaire, une série de questions restent en suspend. Par exemple, quelle est 
l'importance de la régulation des IP3R par mTOR dans le phénomène de prolifération 
cellulaire? Serait-il possible d'utiliser une approche de mutagénèse afin de bloquer 
uniquement cette régulation des IP3R par mTOR et d'en caractériser les conséquences sur 
la croissance cellulaire, sur la synthèse protéique, sur la division ou encore sur le 
phénomène d'autophagic? Pour répondre à ces questions, la stratégie la plus simple 
consisterait d'abord à identifier, puis à abolir les sites de phosphorylations des IP3R par 
mTOR afin d'en caractériser les conséquences sur la physiologie cellulaire normale. 
Finalement, une autre avenue de recherche qui serait intéressante à explorer est 
l'implication du phénomène dans le cancer. Nous savons que plusieurs formes de cancer 
s'accompagnent d'un niveau supérieur d'activité de la voie PDKinase/mTOR (SAMUELS, 
et al., 2004; THOMAS, et al., 2007; WOOD, et al., 2007; Cancer Genome Atlas Research 
Network, 2008; PARSONS, et ai, 2008). Quel sera l'impact d'un accroissement de 
l'activité des IP3R occasionnée par ce niveau supérieur d'activité de la voie 
PBKinase/mTOR dans des contextes de désordres prolifératifs? Est-il possible que cet 
accroissement de l'activité des IP3R, dans de telles circonstances, puisse participer au 
processus de tumorigenèse ? 
103 
REMERCIEMENTS 
Je remercie mon directeur de thèse, le Pr. Gaétan Guillemette, pour m'avoir 
accueilli dans son laboratoire, initialement comme stagiaire, puis comme étudiant au 
doctorat. Je le remercie pour m'avoir fait connaître et aimer la recherche, pour ses conseils, 
son support et sa confiance tout au long de mes études graduées. 
Je tiens également à remercier le Pr André Tremblay, le Pr Eric Rousseau et le Pr 
Jean-Bernard Denault pour avoir accepté d'évaluer cette thèse. Mes remerciements vont 
aussi à tous les membres du département de pharmacologie, de l'Institut de pharmacologie 
de Sherbrooke et de la Faculté de médecine et des sciences de la santé (FMSS) de 
l'Université de Sherbrooke qui ont participé de près ou de loin à ma formation et à la 
réalisation de ce travail. Merci à la FMSS et au Conseil de recherche en sciences naturelles 
et génie du Canada ainsi qu'aux Instituts de recherche en santé du Canada pour leur 
confiance et leur support financier m'ayant permis de réaliser ces travaux. 
Je remercie mes amis et collègues que j 'ai côtoyé durant l'ensemble de ma 
formation : Mannix Auger-Messier, Joëlle Guillemette, Éric Turgeon, Annabelle Caron, 
Guillaume Arguin, Benoit Chaloux, Éric Béliveau, Nathalie Nguyen, Ivana Domazet, 
Valérie Chartrand, Ghadi Elkoreh, Alexandre Mallet et Vincent Lessard pour leur aide et 
leur esprit de camaraderie. Je tiens à remercier plus spécialement Marc-Olivier Frégeau, 
mon plus proche collaborateur, d'abord à titre de stagiare durant les étés 2005 et 2006, puis 
en tant qu'étudiant gradué par la suite. Je remercie également tous mes collègues du 
Regroupement des étudiants chercheurs en pharmacologie de l'Université de Sherbrooke 
pour leur complicité. Je tiens à remercier les membres de ma famille et Anderson pour le 
support et l'amour qu'ils ont manifesté à mon égard tout au long de ma formation. 
BIBLIOGRAPHIE 
BARE, D.J., KETTLUN C.S., LIANG M., BERS D.M. & MIGNERY G.A. (2005) Cardiac 
type 2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor: interaction and modulation by 
calcium/calmodulin-dependent protein kinase II. J.Biol.Chem. 280: 15912-15920. 
BARRANS, J.D., ALLEN P.D., STAMATIOU D., DZAU V.J. & LIEW C.C. (2002) 
Global gene expression profiling of end-stage dilated cardiomyopathy using a human 
cardiovascular-based cDNA microarray. Am.J.Pathol. 160: 2035-2043. 
BAUKAL, A.J., GUILLEMETTE G., RUBIN R., SPAT A. & CATT K.J. (1985) Binding 
sites for inositol trisphosphate in the bovine adrenal cortex. Biochem.Biophys.Res. Commun. 
133: 532-538. 
BERRIDGE, M.J. (1993) Cell signalling. A tale of two messengers. Nature. 365: 388-389. 
BERRIDGE, M.J. (1997) The AM and FM of calcium signalling. Nature. 386: 759-760. 
BERS, D.M. (2002) Cardiac excitation-contraction coupling. Nature. 415: 198-205. 
BETZENHAUSER, M.J., FIKE J.L., WAGNER L.E.,2nd & YULE D.I. (2009) Protein 
kinase A increases type-2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor activity by phosphorylation 
of serine 937. J.Biol.Chem. 284: 25116-25125. 
BEZPROZVANNY, I. (2005) The inositol 1,4,5-trisphosphate receptors. Cell Calcium. 38: 
261-272. 
BEZPROZVANNY, I. & HAYDEN M.R. (2004) Deranged neuronal calcium signaling and 
Huntington disease. Biochem.Biophys.Res.Commun. 322: 1310-1317. 
105 
BEZPROZVANNY, I., WATRAS J. & EHRLICH B.E. (1991) Bell-shaped calcium-
response curves of Ins(l,4,5)P3- and calcium-gated channels from endoplasmic reticulum 
of cerebellum. Nature. 351: 751-754. 
BLONDEL, O., TAKEDA J., JANSSEN H., SEINO S. & BELL G.I. (1993) Sequence and 
functional characterization of a third inositol trisphosphate receptor subtype, IP3R-3, 
expressed in pancreatic islets, kidney, gastrointestinal tract, and other tissues. J.Biol.Chem. 
268:11356-11363. 
BOEHNING, D., MAK DO., FOSKETT J.K. & JOSEPH S.K. (2001) Molecular 
determinants of ion permeation and selectivity in inositol 1,4,5-trisphosphate receptor Ca2+ 
channels. J.Biol.Chem. 276: 13509-13512. 
BOEHNING, D., PATTERSON R.L., SEDAGHAT L., GLEBOVA N.O., KUROSAKI T. 
& SNYDER S.H. (2003) Cytochrome c binds to inositol (1,4,5) trisphosphate receptors, 
amplifying calcium-dependent apoptosis. Nat. Cell Biol. 5: 1051-1061. 
BOSANAC, I., YAMAZAKI H., MATSU-URA T., MICHIKAWA T., MIKOSHIBA K. & 
IKURA M. (2005) Crystal structure of the ligand binding suppressor domain of type 1 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. Mol.Cell. 17: 193-203. 
BOURGUIGNON, L.Y., JIN H., IIDA N., BRANDT N.R. & ZHANG S.H. (1993) The 
involvement of ankyrin in the regulation of inositol 1,4,5-trisphosphate receptor-mediated 
internal Ca2+ release from Ca2+ storage vesicles in mouse T-lymphoma cells. J.Biol.Chem. 
268: 7290-7297. 
BROWN, V., JIN P., CEMAN S., DARNELL J.C., O'DONNELL W.T., TENENBAUM 
S.A., JIN X., FENG Y., WILKINSON K.D., KEENE J.D., DARNELL R.B. & WARREN 
S.T. (2001) Microarray identification of FMRP-associated brain mRNAs and altered 
mRNA translational profiles in fragile X syndrome. Cell. 107: 477-487. 
106 
BRUCE, J.I., SHUTTLEWORTH T.J., GIOVANNUCCI D.R. & YULE D.I. (2002) 
Phosphorylation of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors in parotid acinar cells. A 
mechanism for the synergistic effects of cAMP on Ca2+ signaling. J.Biol.Chem. 277: 
1340-1348. 
BRUNN, G.J., FADDEN P., HAYSTEAD T.A. & LAWRENCE J.C.,Jr. (1997) The 
mammalian target of rapamycin phosphorylates sites having a (Ser/Thr)-Pro motif and is 
activated by antibodies to a region near its COOH terminus. J.Biol.Chem. 272: 32547-
32550. 
CADD, G.G., UHLER, M.D. & MCKNIGHT, G.S. (1990) Holoenzymes of cAMP 
dependent protein kinase containing the neural form of type I regulatory subunit have an 
increased sensitivity to cyclic nucleotides. J.Biol.Chem. 265: 19502-19506. 
CAI, W., HISATSUNE C, NAKAMURA K., NAKAMURA T., INOUE T. & 
MIKOSHIBA K. (2004) Activity-dependent expression of inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor type 1 in hippocampal neurons. J.Biol.Chem. 279: 23691-23698. 
CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK (2008) Comprehensive genomic 
characterization defines human glioblastoma genes and core pathways. Nature. 455: 1061-
1068. 
CARAFOLI, E. & BRINI M. (2000) Calcium pumps: structural basis for and mechanism of 
calcium transmembrane transport. Curr.Opin.Chem.Biol. 4: 152-161. 
CHALOUX, B., CARON A.Z. & GUILLEMETTE G. (2007) Protein kinase A increases 
the binding affinity and the Ca2+ release activity of the inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor type 3 in RINm5F cells. Biol.Cell. 99: 379-388. 
CLAPHAM, D.E. (1995) Intracellular calcium. Replenishing the stores. Nature. 375: 634-
635. 
107 
CUI, J., MATKOVICH S.J., DESOUZA N., LI S., ROSEMBLIT N. & MARKS A.R. 
(2004) Regulation of the type 1 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by phosphorylation at 
tyrosine 353. J.Biol.Chem. 279: 16311-16316. 
DANOFF, S.K., FERRIS CD., DONATH C, FISCHER G.A., MUNEMITSU S., 
ULLRICH A., SNYDER S.H. & ROSS C.A. (1991) Inositol 1,4,5-trisphosphate receptors: 
distinct neuronal and nonneuronal forms derived by alternative splicing differ in 
phosphorylation. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 88: 2951-2955. 
DARGAN, S.L., LEA E.J. & DAWSON A.P. (2002) Modulation of type-1 Ins(l,4,5)P3 
receptor channels by the FK506-binding protein, FKBP12. BiochemJ. 361: 401-407. 
DELLIS, O., ROSSI, A.M., DEDOS, S.G. & TAYLOR, C.W. (2008) Counting functional 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptors into the plasma membrane. J.Biol.Chem. 283: 751-5. 
DESOUZA, N., REIKEN S., ONDRIAS K., YANG Y.M., MATKOVICH S. & MARKS 
A.R. (2002) Protein kinase A and two phosphatases are components of the inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor macromolecular signaling complex. J.Biol.Chem. 277: 39397-39400. 
DIVIANI, D. & SCOTT J.D. (2001) AKAP signaling complexes at the cytoskeleton. 
J.Cell.Sci. 114: 1431-1437. 
DRENAN, R.M., LIU X., BERTRAM P.G. & ZHENG X.F. (2004) FKBP12-rapamycin-
associated protein or mammalian target of rapamycin (FRAP/mTOR) localization in the 
endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus. J.Biol.Chem. 279: 772-778. 
DYER, J.L., MOBASHERJ H., LEA E.J., DAWSON A.P. & MICHELANGELI F. (2003) 
Differential effect of PKA on the Ca2+ release kinetics of the type I and III InsP3 receptors. 
Biochem.Biophys.Res.Commun. 302: 121-126. 
108 
ECHEVARRIA, W., LEITE, M.F., GUERRA, M.T., ZIPFEL, W.R. & NATHANSON, 
M.H. (2003) Regulation of calcium signals in the nucleus by a nucleoplasm^ reticulum. 
Nat. Cell Biol. 5: 440-446. 
FACCHINETTI, V., OUYANG W., WEI H., SOTO N., LAZORCHAK A., GOULD C , 
LOWRY C, NEWTON A.C, MAO Y., MIAO R.Q., SESSA W.C, QIN J., ZHANG P., 
SU B. & JACINTO E. (2008) The mammalian target of rapamycin complex 2 controls 
folding and stability of Akt and protein kinase C. EMBOJ. 27: 1932-1943. 
FAURE, A.V., GRUNWALD D., MOUTIN M.J., HILLY M., MAUGER J.P., MARTY I., 
DE WAARD M„ VILLAZ M. & ALBRIEUX M. (2001) Developmental expression of the 
calcium release channels during early neurogenesis of the mouse cerebral cortex. 
Eur.J.Neurosci. 14: 1613-1622. 
FERRIS, CD., CAMERON A.M., BREDT D.S., HUGANIR R.L. & SNYDER S.H. (1991) 
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor is phosphorylated by cyclic AMP-dependent protein 
kinase at serines 1755 and 1589. Biochem.Biophys.Res.Commun. 175: 192-198. 
FERRIS, CD., CAMERON A.M., HUGANIR R.L. & SNYDER S.H. (1992) Quantal 
calcium release by purified reconstituted inositol 1,4,5-trisphosphate receptors. Nature. 
356:350-352. 
FERRIS, CD., HUGANIR R.L. & SNYDER S.H. (1990) Calcium flux mediated by 
purified inositol 1,4,5-trisphosphate receptor in reconstituted lipid vesicles is allosterically 
regulated by adenine nucleotides. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 87: 2147-2151. 
FERRIS, CD. & SNYDER S.H. (1992) IP3 receptors. Ligand-activated calcium channels 
in multiple forms. Adv.Second Messenger Phosphoprotein Res. 26: 95-107. 
109 
FREGEAU M-O., REGIMBALD-DUMAS Y. & GUILLEMETTE G. (2011). Positive 
regulation of inositol 1,4,5-trisphosphate-induced Ca2+ release by mammalian target of 
Rapamycin (mTOR) in RINm5F. J.Cell.Biochem. 112. 723-733. 
FRICKER,M., HOLLINSHEAD,M., WHITE, N. & VAUX, D. (1997) Interphase nuclei of 
many mammalian cell types contain deep, dynamic, tubular membranebound invaginations 
of the nuclear envelope. J. Cell Biol. 136 : 531-544. 
FUJII, S., MATSUMOTO, M, IGARASHI, K., KATO, H. & MIKOSHIBA, K. (2000) 
Synaptic plasticity in hippocampal CA1 neurons of mice lacking type 1 inositol-1,4,5-
trisphosphate receptors [In Process Citation]. Learn.Mem. 7: 312-320. 
FOSKETT, J.K., WHITE C., CHEUNG K.H. & MAK D.O. (2007) Inositol trisphosphate 
receptor Ca2+ release channels. Physiol.Rev. 87: 593-658. 
FURUICHI, T., YOSHIKAWA S. & MIKOSHIBA K. (1989) Nucleotide sequence of 
cDNA encoding P400 protein in the mouse cerebellum. Nucleic Acids Res. 17: 5385-5386. 
FUTATSUGI, A., KUWAJIMA, G., MIKOSHIBA, K. (1998) Muscle-specific mRNA 
isoform encodes a protein composed mainly of the N-terminal 175 residues of type 2 
Ins(l,4,5)P3 receptor. Biochem. J. 334: 559-563. 
FUTATSUGI, A., NAKAMURA, T., YAMADA, M.K. EBISUI, E., NAKAMURA, K., 
UCHIDA, K., KITAGUCHI, T., TAKAHASHI-IWANAGA, H., NODA, T., ARUGA, J. & 
MIKOSHIBA K. (2005) IP3 receptor types 2 and 3 mediate exocrine secret ion under lying 
energy metabolism. Science 309: 2232-2234. 
GAO, X., ZHANG Y., ARRAZOLA P., HINO O., KOBAYASHI T., YEUNG R.S., RU B. 
& PAN D. (2002) Tsc tumour suppressor proteins antagonize amino-acid-TOR signalling. 
Nat. Cell Biol. 4:699-704. 
110 
GIOVANNUCCI, D.R., GROBLEWSKI G.E., SNEYD J. & YULE D.I. (2000a) Targeted 
phosphorylation of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors selectively inhibits localized Ca2+ 
release and shapes oscillatory Ca2+ signals. J.Biol.Chem. 275: 33704-33711. 
GIOVANNUCCI, D.R., SNEYD J., GROBLEWSKI G.E. & YULE D.I. (2000b) 
Modulation of InsP3 receptor properties by phosphorylation: targeting of PKA to InsP3 
receptors shapes oscillatory calcium signals in pancreatic acinar cells. J.Korean Med.Sci. 
15 Suppl: S55-6. 
GUERTIN, D.A., STEVENS D.M., THOREEN C.C., BURDS A.A., KALAANY N.Y., 
MOFFAT J., BROWN M., FITZGERALD K.J. & SABATINI D.M. (2006) Ablation in 
mice of the mTORC components raptor, rictor, or mLST8 reveals that mTORC2 is required 
for signaling to Akt-FOXO and PKCalpha, but not S6K1. Dev.Cell. 11: 859-871. 
HAJNOCZKY,G., GAO E., NOMURA T., HOEK J.B. & THOMAS A.P. (1993) Multiple 
mechanisms by which protein kinase A potentiates inositol 1,4,5-trisphosphate-induced 
Ca2+ mobilization in permeabilized hepatocytes. Biochem.J. 293 ( Pt 2): 413-422. 
HAMADA,K., MIYATA T., MAYANAGI K., HIROTA J. & MIKOSHIBA K. (2002) 
Two-state conformational changes in inositol 1,4,5-trisphosphate receptor regulated by 
calcium. J.Biol.Chem. Ill: 21115-21118. 
HANOUNE,J. & DEFER N. (2001) Regulation and role of adenylyl cyclase isoforms. 
Annu.Rev.Pharmacol. Toxicol. 41: 145-174. 
HARA, K., MARUKI Y., LONG X., YOSHINO K., OSHIRO N., HIDAYAT S., 
TOKUNAGA C, AVRUCH J. & YONEZAWA K. (2002) Raptor, a binding partner of 
target of rapamycin (TOR), mediates TOR action. Cell. 110: 177-189. 
HARDINGHAM, G.E., CHAWLA, S., JOHNSON, CM. & BADING, H. (1997) Distinct 
functions of nuclear and cytoplasmic calcium in the control of gene expression. Nature 
I l l 
385: 260-265. 
HAUG, L.S., JENSEN V., HVALBY O., WALAAS S.I. & OSTVOLD A.C. (1999) 
Phosphorylation of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by cyclic nucleotide-dependent 
kinases in vitro and in rat cerebellar slices in situ. J.Biol.Chem. 21 Ax 1A61-1A1Z. 
HE, X., YANG F., XIE Z. & LU B. (2000) Intracellular Ca(2+) and Ca(2+)/calmodulin-
dependent kinase II mediate acute potentiation of neurotransmitter release by neurotrophin-
l.J.CellBiol. 149:783-792. 
HIROTA, J., ANDO H., HAMADA K. & MIKOSHIBA K. (2003) Carbonic anhydrase-
related protein is a novel binding protein for inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1. 
Biochem. J. 372:435-441. 
HOFMANN, T., SCHAEFER M, SCHULTZ G. & GUDERMANN T. (2000) Transient 
receptor potential channels as molecular substrates of receptor-mediated cation entry. 
J.Mol.Med. 78: 14-25. 
HOLTZCLAW, L.A., PANDHIT S., BARE D.J., MIGNERY G.A. & RUSSELL J.T. 
(2002) Astrocytes in adult rat brain express type 2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptors. 
Glia. 39: 69-84. 
HUSTON, E., GALL, I., HOUSLAY, T.M., HOUSLAY, M.D. (2006) Helix-1 of the 
cAMP-specific phosphodiesterase PDE4A1 regulates its phospholipase-D-dependent 
redistribution in response to release of Ca2+. J.Cell.Sci. 119: 3799-810. 
IKENOUE, T., INOKI K., YANG Q., ZHOU X. & GUAN K.L. (2008) Essential function 
of TORC2 in PKC and Akt turn motif phosphorylation, maturation and signalling. EMBO 
J. 27: 1919-1931. 
112 
INOKI, K., ZHU T. & GUAN K.L. (2003) TSC2 mediates cellular energy response to 
control cell growth and survival. Cell. 115: 577-590. 
INOUE, T., KATO, K., KOHDA, K. & MIKOSHIBA, K. (1998) Type 1 inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor is required for induct ion of long-term depression in cerebellar 
Purkinje neurons. J.Neurosci. 18: 5366-5373. 
IWAI, M., MICHIKAWA T., BOSANAC I., IKURA M. & MIKOSHIBA K. (2007) 
Molecular basis of the isoform-specific ligand-binding affinity of inositol 1,4,5-
trisphosphate receptors. J.Biol. Chem. 282: 12755-12764. 
IWAI, M., TATEISHI, Y., HATTORI, M., MIZUTANI, A., NAKAMURA, T., 
FUTATSUGI, A., INOUE, T., FURUICHI, T., MICHIKAWA, T., MIKOSHIBA, K. 
(2005) Molecular cloning of mouse type 2 and type 3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptors 
and identification of a novel type 2 receptor splice variant. J. Biol. Chem. 280:10305-17. 
JACINTO, E., LOEWITH R., SCHMIDT A., LIN S., RUEGG M.A., HALL A. & HALL 
M.N. (2004) Mammalian TOR complex 2 controls the actin cytoskeleton and is rapamycin 
insensitive. Nat. Cell Biol. 6: 1122-1128. 
JAYARAMAN, T., ONDRIAS K., ONDRIASOVA E. & MARKS A.R. (1996) Regulation 
of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by tyrosine phosphorylation. Science. 272: 
1492-1494. 
JEFFERIES, H.B., FUMAGALLI S., DENNIS P.B., REINHARD C , PEARSON R.B. & 
THOMAS G. (1997) Rapamycin suppresses 5TOP mRNA translation through inhibition of 
p70s6k. EMBOJ. 16: 3693-3704. 
JEFFERIES, H.B., REINHARD C, KOZMA S.C. & THOMAS G. (1994) Rapamycin 
selectively represses translation of the "polypyrimidine tract" mRNA family. 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 91: 4441-4445. 
113 
JOSEPH, S.K., BOEHNING D., PIERSON S. & NICCHITTA C.V. (1997) Membrane 
insertion, glycosylation, and oligomerization of inositol trisphosphate receptors in a cell-
free translation system. J.Biol.Chem. 272: 1579-1588. 
JOSEPH,S.K., BOKKALA S., BOEHNING D. & ZEIGLER S. (2000) Factors determining 
the composition of inositol trisphosphate receptor hetero-oligomers expressed in COS cells. 
J.Biol.Chem. 275: 16084-16090. 
JOSEPH, S.K. & RYAN S.V. (1993) Phosphorylation of the inositol trisphosphate receptor 
in isolated rat hepatocytes. J.Biol.Chem. 268: 23059-23065. 
JURKOVICOVA, D., KUBOVCAKOVA L., HUDECOVA S., KVETNANSKY R. & 
KRIZANOVA O. (2006) Adrenergic modulation of the type 1 IP3 receptors in the rat heart. 
Biochim.Biophys.Acta. 1763: 18-24. 
KHAN, M.T. & JOSEPH S.K. (2010) The role of inositol trisphosphate receptors in 
autophagy in DT40 cells. J.Biol.Chem. 
KIM, D.H., SARBASSOV D.D., ALI S.M., KING JE., LATEK R.R., ERDJUMENT-
BROMAGE H., TEMPST P. & SABATINI D.M. (2002) mTOR interacts with raptor to 
form a nutrient-sensitive complex that signals to the cell growth machinery. Cell. 110: 163-
175. 
KISELYOV,K., XU X., MOZHAYEVA G., KUO T., PESSAH I., MIGNERY G., ZHU X., 
BIRNBAUMER L. & MUALLEM S. (1998) Functional interaction between InsP3 
receptors and store-operated Htrp3 channels. Nature. 396: 478-482. 
KISFALVI, K., REY O., YOUNG S.H., SINNETT-SMITH J. & ROZENGURT E. (2007) 
Insulin potentiates Ca2+ signaling and phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate hydrolysis 
114 
induced by Gq protein-coupled receptor agonists through an mTOR-dependent pathway. 
Endocrinology. 148: 3246-3257. 
KOMALAVILAS, P. & LINCOLN T.M. (1994) Phosphorylation of the inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor by cyclic GMP-dependent protein kinase. J.Biol. Chem. 269: 8701-
8707. 
KOPPERUD, R., CHRISTENSEN A.E., KJARLAND E., VISTE K., KLEIVDAL H. & 
DOSKELAND S.O. (2002) Formation of inactive cAMP-sarurated holoenzyme of cAMP-
dependent protein kinase under physiological conditions. J.Biol. Chem. 277: 13443-13448. 
KUME, S., MUTO A., OKANO H. & MIKOSHIBA K. (1997) Developmental expression 
of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor and localization of inositol 1,4,5-trisphosphate 
during early embryogenesis in Xenopus laevis. Mech.Dev. 66: 157-168. 
KUNO, M. & GARDNER, P. (1987). Ion channels activated by inositol 1,4,5-trisphosphate 
in plasma membrane of human T-lymphocytes. Nature 326: 301-304. 
LAFLAMME, K., DOMINGUE, O., GUILLEMETTE, B.I. & GUILLEMETTE, G. (2002) 
Immunohistochemical localization of type 2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor to the 
nucleus of different mammalian cells. J.Cell.Biochem. 85: 219-228. 
LANG, C.H., FROST, R.A., VARY T.C. (2007) Regulation of muscle protein synthesis 
during sepsis and inflammation. Am.J.Physiol.Endocrinol.Metab. 293: 453-459. 
LARSSON, O. & OLGART L. (1989) The enhancement of carbachol-induced salivary 
secretion by VIP and CGRP in rat parotid gland is mimicked by forskolin. Acta 
Physiol.Scand. 137: 231-236. 
115 
LI, X., ZIMA A.V., SHEIKH F., BLATTER L.A. & CHEN J. (2005) Endothelin-1-induced 
arrhythmogenic Ca2+ signaling is abolished in atrial myocytes of inositol-1,4,5-
trisphosphate(IP3)-receptor type 2-deficient mice. Circ.Res. 96: 1274-1281. 
LI, Y., CORRADETTI M.N., INOKI K. & GUAN K.L. (2004) TSC2: filling the GAP in 
the mTOR signaling pathway. Trends Biochem.Sci. 29: 32-38. 
LONG, X., LIN Y., ORTIZ-VEGA S., YONEZAWA K. & AVRUCH J. (2005) Rheb 
binds and regulates the mTOR kinase. Curr.Biol. 15: 702-713. 
MACMILLAN, D., CURRIE S., BRADLEY K.N., MUIR T.C. & MCCARRON J.G. 
(2005) In smooth muscle, FK506-binding protein modulates IP3 receptor-evoked Ca2+ 
release by mTOR and calcineurin. J.Cell.Sci. 118: 5443-5451. 
MAEDA,N., KAWASAKI T., NAKADE S., YOKOTA N., TAGUCHI T., KASAI M. & 
MIKOSHIBA K. (1991) Structural and functional characterization of inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor channel from mouse cerebellum. J.Biol.Chem. 266: 1109-1116. 
MAEDA, N., NIINOBE M. & MIKOSHIBA K. (1990) A cerebellar Purkinje cell marker 
P400 protein is an inositol 1,4,5-trisphosphate (InsP3) receptor protein. Purification and 
characterization of InsP3 receptor complex. EMBOJ. 9: 61-67. 
MAK, D.O., MCBRIDE S.M., PETRENKO N.B. & FOSKETT J.K. (2003) Novel 
regulation of calcium inhibition of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor calcium-release 
channel. J.Gen.Physiol. Ill: 569-581. 
MALAGOLI, D., FRANCHINI A. & OTTAVIANI E. (2000) Synergistic role of cAMP 
and IP(3) in corticotropin-releasing hormone-induced cell shape changes in invertebrate 
immunocytes. Peptides. 21: 175-182. 
116 
MANNING, B.D.(2004) Balancing Akt with S6K: implications for both metabolic diseases 
and tumorigenesis. J.CellBiol. 167: 399-403. 
MARANTO, A.R. (1994) Primary structure, ligand binding, and localization of the human 
type 3 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor expressed in intestinal epithelium. J.Biol. Chem. 
269: 1222-1230. 
MARTIN, D.E. & HALL M.N. (2005) The expanding TOR signaling network. 
Curr.Opin.Cell Biol. 17: 158-166. 
MATTER, N., RITZ M.F., FREYERMUTH S., ROGUE P. & MALVIYA A.N. (1993) 
Stimulation of nuclear protein kinase C leads to phosphorylation of nuclear inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor and accelerated calcium release by inositol 1,4,5-trisphosphate from 
isolated rat liver nuclei. J.Biol.Chem. 268: 732-736. 
MCGOWAN, T.A. & SHARMA K. (2000) Regulation of inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptors by transforming growth factor-beta: implications for vascular dysfunction in 
diabetes. Kidney Int.Suppl. 11: S99-103. 
MEHATS, C , ANDERSEN C.B., FILOPANTI M., JIN S.L. & CONTI M. (2002) Cyclic 
nucleotide phosphodiesterases and their role in endocrine cell signaling. Trends 
Endocrinol. Metab. 13: 29-35. 
MICHEL, J.J. & SCOTT J.D. (2002) AKAP mediated signal transduction. 
Annu.Rev.Pharmacol. Toxicol. 42: 235-257. 
MICHELL, R.H. (1975) Inositol phospholipids and cell surface receptor function. 
Biochim.Biophys.Acta. 415: 81-47. 
MICHIKAWA, T., HAMANAKA H., OTSU H., YAMAMOTO A., MIYAWAKI A., 
FURUICHl T., TASHIRO Y. & MIKOSHIBA K. (1994) Transmembrane topology and 
117 
sites of N-glycosylation of inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. J.Biol.Chem. 269: 9184-
9189. 
MIGNERY, G.A., NEWTON C.L., ARCHER B.T.,3rd & SUDHOF T.C. (1990) Structure 
and expression of the rat inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. J.Biol.Chem. 265: 12679-
12685. 
MIYAKAWA, T., MIZUSHIMA A., HIROSE K., YAMAZAWA T., BEZPROZVANNY 
I., KUROSAKI T. & UNO M. (2001) Ca(2+)-sensor region of IP(3) receptor controls 
intracellular Ca(2+) signaling. EMBOJ. 20: 1674-1680. 
MIYAWAKI, A., FURUICHI T., RYOU Y., YOSHIKAWA S., NAKAGAWA T., 
SAITOH T. & MIKOSHIBA K. (1991) Structure-function relationships of the mouse 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 88: 4911-4915. 
NAKADE, S., RHEE S.K., HAMANAKA H. & MIKOSHIBA K. (1994) Cyclic AMP-
dependent phosphorylation of an immunoaffinity-purified homotetrameric inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor (type I) increases Ca2+ flux in reconstituted lipid vesicles. 
J.Biol.Chem. 269: 6735-6742. 
NAKAGAWA, T., SHIOTA C, OKANO H. & MIKOSHIBA K. (1991) Differential 
localization of alternative spliced transcripts encoding inositol 1,4,5-trisphosphate receptors 
in mouse cerebellum and hippocampus: in situ hybridization study. J.Neurochem. 57: 
1807-1810. 
NARAGHI, M. & NEHER E. (1997) Linearized buffered Ca2+ diffusion in microdomains 
and its implications for calculation of [Ca2+] at the mouth of a calcium channel. 
J.Neurosci. 17: 6961-6973. 
NUCIFORA, F.C.,JR, LI S.H., DANOFF S., ULLRICH A. & ROSS C.A. (1995) 
Molecular cloning of a cDNA for the human inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1, 
118 
and the identification of a third alternatively spliced variant. Brain Res.Mol.Brain Res. 32: 
291-296. 
ORRENIUS, S., ZHIVOTOVSKY B. & NICOTERA P. (2003) Regulation of cell death: 
the calcium-apoptosis link. Nat.Rev.Mol.Cell Biol. 4: 552-565. 
PARSONS, D.W., JONES S., ZHANG X., LIN J.C., LEARY R.J., ANGENENDT P., 
MANKOO P., CARTER H., SIU I.M., GALLIA G.L., OLIVI A., MCLENDON R., 
RASHEED B.A., KEIR S., NIKOLSKAYA T., NIKOLSKY Y., BUSAM D.A., 
TEKLEAB H., DIAZ L.A.,Jr, HARTIGAN J., SMITH D.R., STRAUSBERG R.L., 
MARIE, S.K., SHINJO, S.M., YAN, H., RIGGINS, G.J., BIGNER, D.D., KARCHIN, R., 
PAPADOPOULOS, N., PARMIGIANI, G., VOGELSTEIN, B., VELCULESCU, V.E. & 
KINZLER, K.W. (2008) An integrated genomic analysis of human glioblastoma 
multiforme. Science. 321: 1807-1812. 
MATSUMOTO, M., NAKAGAWA, T., INOUE, T. NAGATA, E., TANAKA, K„ 
TAKANO, H., MINOWA, O., KUNO, J., SAKAKIBARA, S., YAMADA, M., 
YONESHIMA, H., MIYAWAKI, A., FUKUUCHI, Y., FURUICHI, T., OKANO, H., 
MIKOSHIBA, K. & NODA, T. (1996) Ataxia and epileptic seizures in mice lacking type 1 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. Nature 379: 168-171. 
NISHIYAM, A.M., HONG, K., MIKOSHIBA, K., POO, M.M. & KATO, K. (2000) 
Calcium stores regulate the polarity and input specificity of synaptic modification. Nature 
408: 584-588. 
PARYS, J.B., DE SMEDT, H., MISSIAEN, L., BOOTMAN, M.D., SIENAERT, I. & 
CASTEELS, R. (1995) Rat basophilic leukemia cells as model system for inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor IV, a receptor of the type II family: functional comparison and 
immunological detection. Cell Calcium 17: 239-249. 
119 
PATTERSON, R.L., BOEHNING D. & SNYDER S.H. (2004a) Inositol 1,4,5-
trisphosphate receptors as signal integrators. Annu.Rev.Biochem. 73: 437-465. 
PATTERSON, R.L., VAN ROSSUM D.B., BARROW R.K. & SNYDER S.H. (2004b) 
RACK1 binds to inositol 1,4,5-trisphosphate receptors and mediates Ca2+ release. 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 101: 2328-2332. 
PEREZ, P.J., RAMOS-FRANCO J., FILL M. & MIGNERY G.A. (1997) Identification and 
functional reconstitution of the type 2 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor from ventricular 
cardiac myocytes. J.Biol.Chem. Ill: 23961-23969. 
PRENTKI,M., WOLLHEIM C.B. & LEW P.D. (1984) Ca2+ homeostasis in permeabilized 
human neutrophils. Characterization of Ca2+-sequestering pools and the action of inositol 
1,4,5-triphosphate. J.Biol.Chem. 259: 13777-13782. 
PUTNEY, J.W.,JR(1990) Capacitative calcium entry revisited. Cell Calcium. 11:611-624. 
RAMIREZ-VALLE, F., BRAUNSTEIN S., ZAVADIL J., FORMENTI S.C. & 
SCHNEIDER R.J. (2008) eIF4GI links nutrient sensing by mTOR to cell proliferation and 
inhibition of autophagy. J.Cell Biol. 181: 293-307. 
ROONEY, T.A., JOSEPH S.K., QUEEN C. & THOMAS A.P. (1996) Cyclic GMP induces 
oscillatory calcium signals in rat hepatocytes. J.Biol.Chem. 271: 19817-19825. 
ROSS, C.A., DANOFF S.K., SCHELL M.J., SNYDER S.H. & ULLRICH A. (1992) Three 
additional inositol 1,4,5-trisphosphate receptors: molecular cloning and differential 
localization in brain and peripheral tissues. Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 89: 4265-4269. 
RYU,G.R„ SUNG C.H., KIM M.J., SUNG J.H., LEE K.H., PARK D.W., SIM S.S., MIN 
D.S., RHIE D.J., YOON S.H., HAHN S.J., KIM M.S. & JO A.Y. (2004) Changes in IP3 
120 
receptor are associated with altered calcium response to cholecystokinin in diabetic rat 
pancreatic acini. Pancreas. 29: el06-12. 
SABATINI, D.M. (2006) mTOR and cancer: insights into a complex Relationship. 
Nat.Rev.Cancer. 9: 729-34. 
SAITOH, M, PULLEN N., BRENNAN P., CANTRELL D., DENNIS P.B. & THOMAS 
G. (2002) Regulation of an activated S6 kinase 1 variant reveals a novel mammalian target 
of rapamycin phosphorylation site. J.Biol. Chem. Ill: 20104-20112. 
SAMUELS,Y., WANG Z., BARDELLI A., SILLIMAN N., PTAK J., SZABO S., YAN H., 
GAZDAR A., POWELL S.M., RIGGINS G.J., WILLSON J.K., MARKOWITZ S., 
KINZLER K.W., VOGELSTEIN B. & VELCULESCU V.E. (2004) High frequency of 
mutations of the PIK3CA gene in human cancers. Science. 304: 554. 
SARBASSOV, D.D., ALI S.M., KIM D.H., GUERTIN D.A., LATEK R.R., 
ERDJUMENT-BROMAGE H., TEMPST P. & SABATINI D.M. (2004) Rictor, a novel 
binding partner of mTOR, defines a rapamycin-insensitive and raptor-independent pathway 
that regulates the cytoskeleton. Curr.Biol. 14: 1296-1302. 
SATO, C, HAMADA K., OGURA T., MIYAZAWA A., IWASAKI K., HIROAKI Y., 
TANI K., TERAUCHI A., FUJIYOSHI Y. & MIKOSHIBA K. (2004) Inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor contains multiple cavities and L-shaped ligand-binding domains. 
J.Mol.Biol. 336: 155-164. 
SCHLOSSMANN, J., AMMENDOLA A., ASHMAN K., ZONG X., HUBER A., 
NEUBAUER G., WANG G.X., ALLESCHER H.D., KORTH M, WILM M., HOFMANN 
F. & RUTH P. (2000) Regulation of intracellular calcium by a signalling complex of 
IRAG, IP3 receptor and cGMP kinase Ibeta. Nature. 404: 197-201. 
121 
SHABB, J.B. (2001) Physiological substrates of cAMP-dependent protein kinase. Chem. 
Rev. 101:2381-411. 
SHIBAO, K., HIRATA K., ROBERT M.E. & NATHANSON M.H. (2003) Loss of inositol 
1,4,5-trisphosphate receptors from bile duct epithelia is a common event in cholestasis. 
Gastroenterology. 125: 1175-1187. 
SHIRAISHI, K., OKADA A., SHIRAKAWA H., NAKANISHI S., M1KOSHIBA K. & 
MIYAZAKI S. (1995) Developmental changes in the distribution of the endoplasmic 
reticulum and inositol 1,4,5-trisphosphate receptors and the spatial pattern of Ca2+ release 
during maturation of hamster oocytes. Dev.Biol. 170: 594-606. 
SKALHEGG, B.S. & TASKEN K. (2000) Specificity in the cAMP/PKA signaling 
pathway. Differential expression, regulation, and subcellular localization of subunits of 
PKA. Front.Biosci. 5: D678-93. 
SMITH, E.M., FINN S.G., TEE A.R., BROWNE G.J. & PROUD C.G. (2005) The 
tuberous sclerosis protein TSC2 is not required for the regulation of the mammalian target 
of rapamycin by amino acids and certain cellular stresses. J.Biol.Chem. 280: 18717-18727. 
SODERLING, S.H. & BEAVO J.A. (2000) Regulation of cAMP and cGMP signaling: new 
phosphodiesterases and new functions. Curr.Opin.CellBiol. 12: 174-179. 
SOULSBY, M.D., ALZAYADY K., XU Q. & WOJCIKIEWICZ R.J. (2004) The 
contribution of serine residues 1588 and 1755 to phosphorylation of the type I inositol 
1,4,5-trisphosphate receptor by PKA and PKG. FEBS Lett. 557: 181-184. 
SOULSBY, M.D. & WOJCIKIEWICZ R.J. (2005) The type III inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor is phosphorylated by cAMP-dependent protein kinase at three sites. Biochem.J. 
392: 493-497. 
122 
SPAT, A., BRADFORD, P.G., McKINNEY, J.S., RUBIN, R.P. and PUTNEY, J. W. 
(1986a) A saturable receptor for 32P-inositol-l,4,5-trisphosphate in hepatocytes and 
neutrophils. Nature 319: 514-516. 
STEHNO-BITTEL, L., PEREZ-TERZIC, C. & CLAPHAM, D.E. (1995) Diffusion across 
the nuclear envelope inhibited by depletion of the nuclear Ca2+ store. Science 270: 1835-
1838. 
STRAUB, S.V., GIOVANNUCCI D.R., BRUCE J.I. & YULE D.I. (2002) A role for 
phosphorylation of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors in defining calcium signals 
induced by Peptide agonists in pancreatic acinar cells. J.Biol. Chem. 277: 31949-31956. 
STREB,H., BAYERDORFFER E., HAASE W., IRVINE R.F. & SCHULZ I. (1984) Effect 
of inositol-1,4,5-trisphosphate on isolated subcellular fractions of rat pancreas. 
J.Membr.Biol. 81: 241-253. 
STREB, H., IRVINE R.F., BERRIDGE M.J. & SCHULZ I. (1983) Release of Ca2+ from a 
nonmitochondrial intracellular store in pancreatic acinar cells by inositol-1,4,5-
trisphosphate. Nature. 306: 67-69. 
SUDHOF, T.C., NEWTON C.L., ARCHER B.T.,3rd, USHKARYOV Y.A. & MIGNERY 
G.A. (1991) Structure of a novel InsP3 receptor. EMBOJ. 10: 3199-3206. 
SUNAHARA, R.K., DESSAUER C.W. & GILMAN A.G. (1996) Complexity and diversity 
of mammalian adenylyl cyclases. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 36: 461-480. 
SUPATTAPONE, S., DANOFF S.K., THEIBERT A., JOSEPH S.K., STEINER J. & 
SNYDER S.H. (1988a) Cyclic AMP-dependent phosphorylation of a brain inositol 
trisphosphate receptor decreases its release of calcium. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A. 85: 
8747-8750. 
123 
SUPATTAPONE, S., WORLEY P.F., BARABAN J.M. & SNYDER S.H. (1988b) 
Solubilization, purification, and characterization of an inositol trisphosphate receptor. 
J.Biol.Chem. 263: 1530-1534. 
SWILLENS, S., DUPONT, G., COMBETTES, L. & CHAMPEIL, P. (1999) From calcium 
blips to calcium puffs: theoretical analysis of the requirements for interchannel 
communication. Proc.Natl.Acad.Sci.USA 96: 13750-13755. 
TAKEI, K., SHIN, R.M., INOUE, T., KATO, K. & MIKOSHIBA, K. (1998) Regulation of 
nerve growth mediated by inositol 1,4,5-trisphosphate receptors in growth cones. Science 
282:1705-1708. 
TALON, S., VALLOT O., HUCHET-CADIOU C , LOMPRE A.M. & LEOTY C. (2002) 
IP(3)-induced tension and IP(3)-receptor expression in rat soleus muscle during postnatal 
development. Am.J.Physiol.Regul.Integr.Comp.Physiol. 282: Rl 164-73. 
TANG, T.S., TU H., CHAN E.Y., MAXIMOV A., WANG Z., WELLINGTON C.L., 
HAYDEN M.R. & BEZPROZVANNY I. (2003a) Huntingtin and huntingtin-associated 
protein 1 influence neuronal calcium signaling mediated by inositol-(l,4,5) triphosphate 
receptor type 1. Neuron. 39: 227-239. 
TANGJ.S., TU H., WANG Z. & BEZPROZVANNY I. (2003b) Modulation of type 1 
inositol (l,4,5)-trisphosphate receptor function by protein kinase a and protein phosphatase 
lalpha. J.Neurosci. 23: 403-415. 
TASKEN, K., SKALHEGG B.S., TASKEN K.A., SOLBERG R., KNUTSEN H.K., LEVY 
F.O., SANDBERG M., ORSTAVIK S., LARSEN T., JOHANSEN A.K., VANG T., 
SCHRADER H.P., REINTON N.T., TORGERSEN KM., HANSSON V. & JAHNSEN T. 
(1997) Structure, function, and regulation of human cAMP-dependent protein kinases. 
Adv.Second Messenger Phosphoprotein Res. 31: 191 -204. 
124 
THOMAS, R.K., BAKER A.C., DEBIASI R.M., WINCKLER W., LAFRAMBOISE T., 
LIN W.M., WANG M., FENG W., ZANDER T., MACCONAILL L., LEE J.C., 
NICOLETTI R., HATTON C, GOYETTE M., GIRARD L., MAJMUDAR K., ZIAUGRA 
L., WONG K.K., GABRIEL S., BEROUKHIM R., PEYTON M., BARRETINA J., DUTT 
A., EMERY C., GREULICH H., SHAH K., SASAKI H., GAZDAR A., MINNA J., 
ARMSTRONG S.A., MELLINGHOFF I.K., HODI F.S., DRANOFF G., MISCHEL P.S., 
CLOUGHESY T.F., NELSON S.F., LIAU L.M., MERTZ K., RUBIN M.A., MOCH H., 
LODA M., CATALONA W., FLETCHER J., SIGNORETTI S., KAYE F., ANDERSON 
K.C., DEMETRI G.D., DUMMER R., WAGNER S., HERLYN M., SELLERS W.R., 
MEYERSON M. & GARRAWAY L.A. (2007) High-throughput oncogene mutation 
profiling in human cancer. Nat.Genet. 39: 347-351. 
TU, H., TANG T.S., WANG Z. & BEZPROZVANNY I. (2004) Association of type 1 
inositol 1,4,5-trisphosphate receptor with AKAP9 (Yotiao) and protein kinase A. 
J.Biol.Chem. 279: 19375-19382. 
TU, J.C., XIAO B., YUAN J.P., LANAHAN A.A., LEOFFERT K, LI M., LINDEN D.J. 
& WORLEY P.F. (1998) Homer binds a novel proline-rich motif and links group 1 
metabotropic glutamate receptors with IP3 receptors. Neuron. 21: 717-726. 
UCHIDA, K., ARAMAKI, M., NAKAZAWA, M., YAMAGISHI, C , MAKINO, S„ 
FUKUDA, K., NAKAMURA, T., TAKAHASHI, T., MIKOSHIBA, K. & YAMAGISHI, 
H. (2010) Gene knock-outs of inositol 1,4,5-trisphosphate receptors types 1 and 2 result in 
perturbation of cardiogenesis. PLoS One. 5: pii: el2500. 
VANDERHEYDEN, V., DEVOGELAERE B., MISSIAEN L., DE SMEDT H., 
BULTYNCK G. & PARYS J.B. (2009) Regulation of inositol 1,4,5-trisphosphate-induced 
Ca2+ release by reversible phosphorylation and dephosphorylation. Biochim.Biophys.Acta. 
1793: 959-970. 
125 
VELLOSO, L.A., FOLLI F., PEREGO L. & SAAD M.J. (2006) The multi-faceted cross-
talk between the insulin and angiotensin II signaling systems. Diabetes Metab.Res.Rev. 22: 
98-107. 
VERMASSEN, E., FISSORE R.A., NADIF KASRI N., VANDERHEYDEN V., 
CALLEWAERT G., MISSIAEN L., PARYS J.B. & DE SMEDT H. (2004) Regulation of 
the phosphorylation of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor by protein kinase C. 
Biochem.Biophys.Res.Commun. 319: 888-893. 
VOLPE, P. & ALDERSON-LANG B.H. (1990) Regulation of inositol 1,4,5-trisphosphate-
induced Ca2+ release. II. Effect of cAMP-dependent protein kinase. Am.J.Physiol. 258: 
C1086-91. 
WAGNER, L.E.,2ND, BETZENHAUSER M.J. & YULE D.I. (2006) ATP binding to a 
unique site in the type-1 S2- inositol 1,4,5-trisphosphate receptor defines susceptibility to 
phosphorylation by protein kinase A. J.Biol. Chem. 281: 17410-17419. 
WAGNER, L.E.,2ND, LI W.H., JOSEPH S.K. & YULE D.I. (2004) Functional 
consequences of phosphomimetic mutations at key cAMP-dependent protein kinase 
phosphorylation sites in the type 1 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor. J.Biol.Chem. 279: 
46242-46252. 
WAGNER, L.E., 2ND, LI W.H. & YULE D.I. (2003) Phosphorylation of type-1 inositol 
1,4,5-trisphosphate receptors by cyclic nucleotide-dependent protein kinases: a mutational 
analysis of the functionally important sites in the S2+ and S2- splice variants. J.Biol. Chem. 
278:45811-45817. 
WATERHOUSE, A.M., PROCTER, J.B., MARTIN, D.M.A, CLAMP, M., BARTON, G.J 
(2009) Jalview version 2: A Multiple Sequence Alignment and Analysis Workbench. 
Bioinformatics. 25: 1189-1191. 
126 
WILLIAMSON, JR., COOPER R.H., JOSEPH S.K. & THOMAS A.P. (1985) Inositol 
trisphosphate and diacylglycerol as intracellular second messengers in liver. Am.J.Physiol. 
248:C203-16. 
WILSON, B.S., PFEIFFER, J.R., SMITH,A.J., OLIVER, J.M., OBERDORF, J.A. & 
WOJCIKIEWICZ, R.J.H. (1998) Calcium-dependent clustering of inositol 1,4,5-
trisphosphate receptors. Mol.Biol.Cell 9: 1465-1478. 
WOJCIKIEWICZ, R.J. & LUO S.G. (1998) Phosphorylation of inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptors by cAMP-dependent protein kinase. Type I, II, and III receptors are differentially 
susceptible to phosphorylation and are phosphorylated in intact cells. J.Biol.Chem. 273: 
5670-5677. 
WOOD, L.D., PARSONS D.W., JONES S., LIN J., SJOBLOM T., LEARY R.J., SHEN 
D., BOCA S.M., BARBER T., PTAK J., SILLIMAN N., SZABO S., DEZSO Z., 
USTYANKSKY V., NIKOLSKAYA T., NIKOLSKY Y., KARCHIN R., WILSON P.A., 
KAMINKER J.S., ZHANG Z., CROSHAW R., WILLIS J., DAWSON D., SHIPITSIN M., 
WILLSON J.K., SUKUMAR S., POLYAK K., PARK B.H., PETHIYAGODA C.L., PANT 
P.V., BALLINGER D.G., SPARKS A.B., HARTIGAN J., SMITH D.R., SUH E., 
PAPADOPOULOS N., BUCKHAULTS P., MARKOWITZ S.D., PARMIGIANI G., 
KINZLER K.W., VELCULESCU V.E. & VOGELSTEIN B. (2007) The genomic 
landscapes of human breast and colorectal cancers. Science. 318: 1108-1113. 
WORLEY, P.F., BARABAN J.M. & SNYDER S.H. (1989) Inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor binding: autoradiographic localization in rat brain. J.Neurosci. 9: 339-346. 
WULLSCHLEGER, S., LOEWITH R. & HALL M.N. (2006a) TOR signaling in growth 
and metabolism. Cell. 124: 471-484. 
WULLSCHLEGER, S., LOEWITH R. & HALL M.N. (2006b) TOR signaling in growth 
and metabolism. Cell. 124: 471-484. 
127 
WULLSCHLEGER, S., LOEWITH R., OPPLIGER W. & HALL M.N. (2005) Molecular 
organization of target of rapamycin complex 2. J.Biol. Chem. 280: 30697-30704. 
YAMDA, J., OHKUSA T., NAO T., UEYAMA T., YANO M., KOBAYASHI S., 
HAMANO K., ESATO K. & MATSUZAKI M. (2001) Up-regulation of inositol 1,4,5 
trisphosphate receptor expression in atrial tissue in patients with chronic atrial fibrillation. 
J.Am.Coll.Cardiol 37: 1111-1119. 
YAN, J., KHANNA, K.K. & LA VIN, M.F. (1996) Induction of inositol 1,4,5 trisphosphate 
receptor genes by ionizing radiation. Int. J. Radiât. Biol. 69: 539-546 
YANG, CM., HSU M.C., TSAO H.L., CHIU C.T., ONG R., HSIEH J.T. & FAN L.W. 
( 1996) Effect of cAMP elevating agents on carbachol-induced phosphoinositide hydrolysis 
and calcium mobilization in cultured canine tracheal smooth muscle cells. Cell Calcium. 
19: 243-254. 
YOKOYAMA, K., SU IH I.H., TEZUKA T., YASUDA T., MIKOSHIBA K., 
TARAKHOVSKY A. & YAMAMOTO T. (2002) BANK regulates BCR-induced calcium 
mobilization by promoting tyrosine phosphorylation of IP(3) receptor. EMBOJ. 21: 83-92. 
YOO, S.H. (2000) Coupling of the IP3 receptor/ Ca2+ channel with Ca2+ storage proteins 
chromogranins A and B in secretory granules. Tr.Neurosci. 23: 424-428. 
YOO, S.H., KANG M.K., KWON H.S., LEE J.S., SO S.H., AHN T. & JEON C.J. (2000) 
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor and chromogranins A and B in secretory granules. Co-
localization and functional coupling. Adv.Exp.Med.Biol. 482: 83-94. 
YOO, S.H., OH, Y.S., KANG, M.K., HUH, Y.H., SO, S.H., PARK, H.S. & PARK, H.Y. 
(2001) Localization of three types of the inositol 1,4,5-trisphosphate receptor/Ca2+ channel 
in the secretory granules and coupling with the Ca2+ storage proteins chromogranins A and 
128 
B. J.Biol.Chem. 276: 45806-45812. 
YOSHIDA,Y. & IMAI S. (1997) Structure and function of inositol 1,4,5-trisphosphate 
receptor. Jpn.J.Pharmacol. 74: 125-137. 
YOSHIKAWA,F., IWASAKI H., MICHIKAWA T., FURUICHI T. & MIKOSHIBA K. 
(1999) Cooperative formation of the ligand-binding site of the inositol 1,4, 5-trisphosphate 
receptor by two separable domains. J.Biol.Chem. 274: 328-334. 
YOSHIKAWA, F., MORITA M., MONKAWA T., MICHIKAWA T., FURUICHI T. & 
MIKOSHIBA K. (1996) Mutational analysis of the ligand binding site of the inositol 1,4,5-
trisphosphate receptor. J.Biol.Chem. Ill: 18277-18284. 
YOSHIMURA, K., FUJITA-YOSHIGAKI J., MURAKAMI M. & SEGAWA A. (2002) 
Cyclic AMP has distinct effects from Ca(2+) in evoking priming and fusion/exocytosis in 
parotid amylase secretion. Pflugers Arch. 444: 586-596. 
ZHANG, S.L., YU Y., ROOS J., KOZAK J.A., DEERINCK T.J., ELLISMAN M.H., 
STAUDERMAN K.A. & CAHALAN M.D. (2005) STIM1 is a Ca2+ sensor that activates 
CRAC channels and migrates from the Ca2+ store to the plasma membrane. Nature. 437: 
902-905. 
ZHANG, Y., BILLINGTON C.J.,Jr, PAN D. & NEUFELD T.P. (2006) Drosophila target 
of rapamycin kinase functions as a multimer. Genetics. 172: 355-362. 
ZHU, X., JIANG M., PEYTON M., BOULAY G., HURST R., STEFANI E. & 
BIRNBAUMER L. (1996) trp, a novel mammalian gene family essential for agonist-
activated capacitative Ca2+ entry. Cell. 85: 661-671. 
